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INTRODUCCIÓN

Históricamente el pionero de la inseminación artificial fue Lázaro Spallanzani en
1795. Este importante personaje para la reproducción animal fecundó una
perra en celo con esperma procedente de un macho, obteniéndose una
camada de cachorros normales con las características de sus progenitores. En
1914 Amantea, crea la primera vagina artificial y es a partir de esos momentos
cuando esta técnica empieza a extenderse en Europa, sobre todo en Rusia,
país en el que como consecuencia de la revolución precisaba reponer su
ganadería que había quedado muy mermada. En 1938 se exporta a Estados
Unidos desde Europa la inseminación artificial, como herramienta de
mejoramiento genético. La IA se creó principalmente para aprovechar el hecho
de que un macho, en cada monta, elimina suficientes espermatozoides para
inseminar y dejar cubiertas varias hembras. Las mejoras conseguidas en la
genética de los animales gracias a la IA han sido muy notables. También con el
uso de la inseminación artificial se ha conseguido la regresión de genes letales
recesivos y un mejor control sanitario de transmisión de ciertas enfermedades
venéreas como la tricomoniasis y la leptospirosis.

La inseminación artificial fue la puerta de entrada para todas aquellas técnicas
nuevas que se están implementando como lo son la transferencia de
embriones, la fecundación In Vitro, la determinación del sexo y la producción de
animales transgénicos. Todas estas técnicas se basan en la capacidad de
mantener la viabilidad de los embriones durante un tiempo variable que puede
ser desde horas hasta años fuera del aparato genital femenino, asegurando su
posterior desarrollo.
Para poder producir embriones in Vitro, primero se debe

conseguir la

maduración de los oocitos, la capacitación del semen que se va a utilizar para
fecundar y después el cultivo de los embriones obtenidos.

Desde 1935 Picus y Enzman descubrieron

que los oocitos de coneja

inmaduros eran capaces de completar su maduración in vitro sin la inhibidora
influencia de los folículos que los contenían 1 . Numerosos han sido los estudios
de investigación que se han llevado a cabo para poder descubrir cuales son las
circunstancias ideales para que el oocito inmaduro complete su maduración
nuclear y citoplásmica in vitro y así poder utilizar estos oocitos para fecundarlos
y posteriormente cultivarlos in vitro. El conjunto de estos estudios en los últimos
20 años ha conseguido notables avances y ha explicado numerosas incógnitas
que hace unos años eran imposibles de descifrar. Si bien hoy en día la técnica
se realiza bastante bien, en el momento de la transferencia no se producen
mas de un 45-55% de gestaciones 2 ; por lo tanto, a pesar de todos los avances
realizados hay que conseguir unos mejores resultados, de implantación.
Durante muchos años se ha trabajado buscando reproducir artificialmente los
eventos de la maduración y fertilización oocitaria, y el desarrollo embrionario
temprano. Así, lo que en principio sólo tenía fines de investigación, en los
últimos años se ha comenzado a utilizar con propósitos comerciales.
Los resultados de producción in vitro de embriones en distintas especies fueron
mejorando significativamente a medida que avanzaron los conocimientos
acerca de sus requerimientos. Para ello, fue necesario transformar los medios
de cultivo primitivos, muy complejos y suplementados frecuentemente con
suero, en medios más definidos, en los cuales cada uno de sus componentes
pudiera ser estudiado en función del efecto que genera sobre el desarrollo
embrionario, su sobrevida poscriopreservación, la tasa de gestación y el
porcentaje de crías viables.
En la actualidad, existe un considerable interés por producir oocitos por medio
de las técnicas de MIV, FIV, y desarrollo de embriones en la especie bovina
con el propósito de mejorar la calidad y la cantidad de animales elites. Sin

1

ILLERA DEL PORTAL, Josefina Maria "Nuevas tecnologías en reproducción animal" 2004
www.racve.es
2
SERIZIER S. Andrés, Vitrogen Venezuela “Fecundación in vitro, una Técnica de Reproducción
Animal al Servicio del Mejoramiento Genético”

embargo, la obtención de ovocitos por métodos quirúrgicos o por aspiración
folicular in vivo son bastante costosos y no son fácil de adquirir por todos los
ganaderos, ya que se necesita una gran inversión de tiempo y la cantidad de
material genético esta centrado en muy pocas empresas. Es por este motivo
que una forma fácil y asequible de obtener animales de buena genética es por
medio de los ovarios procedentes de matadero los cuales proporcionan una
gran cantidad de oocitos para madurarlos y finalmente tener embriones bajo la
técnica de FIV.

Entre los factores que afectan al proceso, nos encontramos básicamente con
las complicaciones asociadas a la maduración in vitro de los ovocitos, a la
poliespermia y a las inadecuadas condiciones de cultivo embrionario.
La suplementación con suero tiene efecto sobre la cantidad y calidad de los
embriones producidos in vitro. En los últimos años, el suero ha sido objeto de
numerosos estudios, tendientes a definir si su adición es definitivamente
necesaria para mejorar los resultados de producción in vitro, en función de la
cantidad y calidad de los embriones obtenidos 3 .
Es por esta razón la importancia que tienen los diferentes sueros utilizados
actualmente en la industria de maduración y fertilización in vitro, en este trabajo
se busco evaluar la suplementación con suero fetal bovino, suero de vaca en
estro, suero de yegua en estro y suero de neonato bovino precalostral, en la
eficiencia de la maduración de oocitos bovinos In Vitro.

3

MUCCI1, J F ALLER1, G G KAISER1, F HOZBOR1, R H ALBERIO1. Producción in vitro de
embriones bovinos: suplementación de los medios de cultivo con suero. Instituto Nacional de Tecnología
Agropecuaria, Estación Experimental Balcarce, Laboratorio de Biotecnología de la Reproducción. Arch.
med. vet., 2006, vol.38, no.2, p.97-104. Balcarce, Argentina.

EVALUACIÓN DEL EFECTO DE PROMOTORES DE MADURACIÓN
OOCITARIA IN VITRO EN BOVINOS.

RESUMEN

El objetivo de esta investigación

fue comparar la influencia de los

suplementos en los medios de maduración oocitaria y su posterior fertilización.
Los suplementos probados fueron el suero fetal bovino (SFB), el suero de vaca
en estro(SVE), el suero de neonato precalostral (SNP) Y el suero de yegua en
estro(SYE). Los oocitos fueron obtenidos de ovarios de

vacas de abasto

publico. Los ovarios fueron trasportados en solución salina a una temperatura
de 37 grados centígrados. Una vez llegaban los ovarios al laboratorio fueron
lavados en hipoclorito y por NaCl 0.9% durante 5 minutos y posteriormente
aspirados. Lo oocitos encontrando fueron depositados en los diferentes medios
de maduración

en los cuales se depositaron n=108 oocitos por cada

tratamiento. Una vez madurados los oocitos fueron depositados en medio de
fecundación por

18 horas. Pasadas las 18 horas de fecundación los oocitos

fueron pasados al medio de maduración de embriones el cual constaba de
PBS+SFB 10%. Al sexto día los embriones obtenidos eran observados al
microscopio y se realizaba el respectivo conteo. El presente estudio fue
analizado por la prueba estadística de CHI2 con el cual se comprobó que si
que existió diferencia significativa entre los diferentes sueros con respecto a la
maduración y fertilización de los oocitos.

PALABRAS CLAVES: Oocito, Suero, Desarrollo Embrionario.

EVALUATION OF THE EFFECT OF PROMOTORS OF OOCITARIAN
MADURATION IN COWS IN VITRO.

ABSTRACT

The objective of this investigation was to compare the influence of the
supplements in the means of oocitarian maturation and the later fertilization.
The proven supplements were the bovine fetal serum (BFS), the cow serum in
estrous (CSE), the newborn precalostral serum (NPS) and the mare serum in
estrous (MSE). The oocytes were obtained from ovariums of public supply
cows. The ovariums were carried in saline solution with a temperature of 37
degrees Celsius. Once the ovariums arrived to the laboratory they were washed
in hypochlorite and sodium chloride 0.9% during five minutes and after that
aspirated. The opposing oocitos were deposited in the different maturation
means in which n=108 oocitos were deposited by each treatment. Once the
oocitos were matured they were deposited in fecundation means by 18 hours.
After the 18 hours of fecundation the oocytes were passed to the means of
maturation of embryos which consisted of PBS+SFB 10%. To the sixth day the
obtained embryos were observed to the microscope and carried out to the
respective count. This study was analyzed by stadistic proof of CHI2. With
which was proven that if significant difference existed among the different
serums with regard to the maturation and fertilization of the oocitos.

KEY WORDS: Oocyte, Serum, Embrionary Development.

1. MARCO TEÓRICO

1.1 OVOGENESIS
La ovogénesis es el proceso de formación, crecimiento y maduración de los
gametos femeninos. La etapa de formación se realiza durante la vida fetal en la
hembra; los gonocitos migran hacia las crestas genitales y una vez formada la
gónada primitiva se convierten en oogonias 1 .
En la etapa de proliferación las células primordiales germinales se diferencian
de innumerables divisiones mitóticas hasta oogonias. En el instante en que las
oogonias cesan su fase proliferativa son llamados oocitos primarios, estadio
que es alcanzado en la mayoría de las especies mamíferas antes o después
del nacimiento. En el oocito primario ocurren dos divisiones identificadas como
meiosis donde ocurre la reducción del número de cromosomas. Este proceso
es interrumpido por dos fases de inactividad (descanso); la primera interrupción
Meiótica ocurre en la profase de la primera división meiótica, y la segunda en la
metafase de la segunda división meiótica.
En el estadio de oocito primario da comienzo la primera división meiótica: el
DNA es replicado y cada cromosoma se constituye de 2 cromátidas. Los
cromosomas homólogos se forman en pares y ocurre un intercruzamiento entre
las cromátidas de estos cromosomas. Después de estos eventos, la célula es
mantenida en la profase I permaneciendo inactiva por días o hasta años
dependiendo de la especie.
La maduración del oocito se identifica como el tiempo entre el reinicio de la
meiosis posterior a la primera fase de descanso, hasta la obtención del estadio
de metafase en la segunda división de la maduración. Por medio de la
liberación hipofisiaria de hormonas durante el ciclo preovulatorio, el oocito
1

GALINA Carlos y VALIENCIA Javier; Reproducción de Animales Domésticos; segunda edición;
México 2006; Pág. 44.

1

recibe la señal para reiniciar la división meiótica 2 . Con la primera señal del
reinicio de la meiosis, el material cromosómico se recondensa, la envoltura
nuclear se rompe (germinal vesicle breakdown-GVBD), y los cromosomas
homólogos replicados se separan en la anafase I generando dos núcleos,
conteniendo cada uno la mitad del numero original de cromosomas. El
siguiente evento es el estrangulamiento y aislamiento de un pequeño
corpúsculo polar, que contiene poco citoplasma y la mitad de los cromosomas y
que después tiende a degenerar. Entre tanto, la otra mitad de los cromosomas
permanece en la parte abundante del citoplasma en estado condensado,
llamándose oocito secundario. En este estado, cada uno de los cromosomas
aun esta compuesto por dos cromátidas que solamente se separan en la
división meiótica II. Después de la separación de los cromosomas en la
anafase II, el citoplasma del oocito secundario se divide nuevamente
produciendo el óvulo maduro y un segundo corpúsculo polar. En la mayoría de
las especies domesticas la maduración de los oocitos avanza hasta la
metafase II (ovulación) entrando en reposo hasta el momento de la fertilización,
cuando la penetración del espermatozoide activa el óvulo para completar la
meiosis.
Así como la producción de gametos femeninos es trascendental, también es de
suma importancia la formación de los folículos responsables de la sustentación
y desarrollo de los oocitos. En la foliculogénesis el crecimiento del oocito dentro
de los folículos en el ovario requiere de una elaboración cuidadosa de etapas
de desarrollo de células germinales y somáticas. Así mismo, es necesaria la
interacción entre ellas, estableciendo una comunicación bidireccional entre el
oocito y las células somáticas adyacentes, siendo esencial para el desarrollo de
la competencia del oocito para realizar la fertilización y subsecuente
embriogenesis.
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La reserva de folículos primordiales del ovario se establece durante el
desarrollo embrionario o en el nacimiento. Esta reserva de folículos constituye
la provisión completa de oocitos durante toda la vida de la hembra. Los
folículos primordiales que inician el desarrollo son destinados para la ovulación
o degeneran por atresia. En los estadios iniciales de la foliculogénesis, los
factores paracrinos promueven el crecimiento del oocito y células somáticas
adyacentes 3 . En el instante del nacimiento, o casi inmediatamente después, se
encuentran en el ovario folículos primordiales (diámetro +/- 12um) que se
caracterizan por presentar una única cama de células foliculares planas que
envuelven el oocito primario. Con el inicio de la pubertad y por estimulación de
las gonadotropinas el epitelio folicular prolifera por mitosis y se transforma en
epitelio cuboide estratificado llamado ahora folículo secundario, englobando el
oocito secundario. Al proliferar el epitelio folicular se desarrollan vasos
sanguíneos. Una cama de vasos comienza a invadir el tejido conjuntivo que
circundo el oocito secundario, estructura llamada teca interna, que es
delimitada por el exterior por la teca externa, formada por tejido conjuntivo.
Durante el crecimiento folicular se forma, por el oocito, un manto extracelular
llamado zona pelucida la cual participa en el fenómeno de adherencia del
espermatozoide oocito, induce la reacción acrosómica y participa en el
posterior bloqueo para poliespermia. Los residuos de carbohidratos de las
glicoproteínas ZP juegan un rol clave en este paso temprano de la fertilización.
Esto se ha demostrado estudiando una batería de lectinas, todas ellas
preferencialmente localizadas en la región interna de la zona pelúcida 4 .
En los mamíferos, la zona pelúcida tiene proteínas (70%), hexosa (20%), ácido
siálico (3%) y sulfato (3%). Al microscopio electrónico, esta superficie tiene
apariencia de enrejado, con muchos filamentos. En la matriz de la zona
pelúcida de muchos mamíferos hay varias glicoproteínas mayores; dos de
ellas, ZP2 y ZP3, tienen los filamentos, la ZP1 entrecruza los filamentos como
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una malla tridimensional, mientras que la ZP3 actúa como un receptor del
espermatozoide. La unión específica de una especie de espermatozoide a la
zona pelúcida es mediada por una molécula (galactosil transferasa) en la
superficie de la cabeza del espermatozoide que une el oligosacárido de unión
O de la ZP3 a una proteína tirosina quinasa15. Una vez localizada la unión,
ocurre en el espermatozoide la reacción acrosomal 5 .
La ZP3 (83Kd) funciona como molécula de adhesión y como ayudadora en la
exocitosis acrosomal16. Estas glicoproteínas ZP inician una rápida exocitosis
acrosomal. Se han encontrado una rápida exocitosis acrosomal. Se ha
encontrado 30,000 sitios do unión de 1 a 29 NM, en la ZP3. Esto sugiere una
unión compleja, en que participan múltiples receptores en la superficie del
espermatozoide, así como ligando.
Por ultimo es importante resaltar que esta membrana esta constituida por una
gruesa red de glicoproteínas que

sirve de defensa mecánica y es parte

integrante del bloqueo contra la poliespermia (fertilización patológica cuando el
ovulo es penetrado por mas de un espermatozoide). En el estadio adelantado
de desarrollo folicular, entre las células del folículo secundario se forman áreas
llenas de líquido folicular que se juntan para formar una cavidad: el antro
folicular. Mas adelante ocurre un rápido aumento del volumen folicular debido a
la acumulación de liquido generado en el folículo terciario, también llamado
folículo de Graff o folículo preovulatorio (diámetro 400-600um). En este folículo,
el oocito ha quedado en alguna parte de la pared folicular rodeado por las
células de la granulosa en un montículo llamado cúmulos oophorus. Después
del pico de la hormona luteinizante (LH), durante el ciclo de la hembra,
disminuye la tasa de mitosis de las células de la granulosa, y el núcleo de las
células del cúmulo se vuelve pignotico, existiendo una vasoconstricción de los
capilares de la teca interna, la cual genera una isquemia local.
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A continuación se forma un estigma, por el cual, al ocurrir la ovulación, se
presenta un disolución de la pared folicular y la liberación del óvulo 6
1.2. FACTORES DE CRECIMIENTO 7
Los factores de crecimiento son polipéptidos y proteínas semejantes a las
hormonas, que son predominantemente paracrinas y autocrinas en la
promoción de la actividad mitogénica para la proliferación y remodelación del
tejido local, por ejemplo, transformación del folículo ovárico en cuerpo amarillo.
Los factores de crecimiento pueden dividirse en tres clases.
•

Agentes que promueven la multiplicación, desarrollo de varios tipos de
células – factor del crecimiento del nervio, factor I de crecimiento similar a la
insulina (insulin like growth factor I, IGF-1), inhibinas y activinas, y factores
de crecimiento epidérmicos (epidermal growth factors, EGF)- o ambos.

•

Citoquinas, producidas por los macrófagos y por los linfocitos, que son
importantes en la regulación del sistema inmunológico.

•

Factores estimulantes de colonias (colony stimulating factors, CSF) que
regulan la proliferación y maduración d glóbulos rojos y blancos.

Los factores de crecimiento se definen regularmente por su capacidad de
inducir la estimulación de la multiplicación de las células blanco, y su actividad
se mide por pruebas donde se determina el aumento de las poblaciones
celulares o la incorporación de timidita marcada en el DNA.
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Los factores de crecimiento provocan respuestas celulares uniéndose a
receptores de la superficie de la célula específicos en su tejido blanco. Los
factores de crecimiento polipeptídicas regulan la proliferación de muchos tipos
de células, así como el crecimiento del tracto reproductor. Estos factores tienen
un rango muy alto de tipos de células que expresan los receptores apropiados
del factor de crecimiento.

1.2.1. Citocinas.
Las citocinas son mensajeros químicos parecidos a las hormonas, son
secretadas por linfocitos y macrófagos que afectan al sistema inmune. Una vez
establecida la secuencia de aminoácidos de un factor, el nombre cambia a
interleucina, por ejemplo, interleucina-I (IL-1) o interleucina-II (IL-2). IL-2 es un
factor de crecimiento producido por células T4 que incrementa la síntesis de
células T8 y células BB 8 .
Aunque las citoquinas han sido tradicionalmente asociadas con la respuesta
inflamatoria, la expresión de diversas citoquinas incluyendo el factor de
necrosis tumoral α (TNFα) e interleuquina 1 (IL-1) en los ovarios de múltiples
especies juegan un papel importante en la función ovárica normal. Ya que el
TNFα y la IL-1 se expresan en las células de la granulosa, teca y luteales y/o
en oocitos de ovarios mamíferos, se han caracterizado los papeles de estos
factores en la foliculogénesis y esteroidogénesis.

Adicionalmente, las

citoquinas proinflamatorias liberadas por células inmunes se han implicado en
el proceso de luteólisis.

La supresión de síntesis proteica esteroidogénica

puede contar en parte en el declinamiento de la esteroidogénesis luteal en
ausencia de concepción.
En general, el TNF-α y la IL-1 influencian la proliferación de células de la teca y
granulosa durante la foliculogénesis, la diferenciación de las células de la
8

HAFEZ E , HAFEZ B, reproducción e inseminación artificial en animales, séptima edición, México,
Pág. 49

6

granulosa a células luteales después del surgimiento de LH y la regresión del
cuerpo lúteo. Subsecuentemente, estos factores también producen cambios en
la esteroidogénesis dependiente de gonadotropina. En células de la granulosa,
el TNF-α disminuye la actividad de P450arom y la producción de E2 y P4.
Similarmente, la IL-1 inhibe la síntesis de andrógenos estimulada por
gonadotropinas en células de la teca.

Estudios realizados por algunos

científicos reportan que las células de la teca tratadas con TNF-α o IL-1
metabolizan pregnenolona para formar andrógenos y/o progestinas las cuales
exhiben bioactividad reducida brindando un mecanismo único y fácilmente
reversible para la regulación por parte de la citoquina de los niveles de
esteroides en el folículo en crecimiento.
Las acciones de TNF-α e IL-1 en las células foliculares se encuentra mediado
por medio de receptores de membrana.

Los receptores de TNF-α tipo I

(TNFRI) y tipo II (TNFRII) y los IL-IR se expresan en el ovario mamífero.
Aunque las vías de señalamiento utilizadas por IL-1 para llevar a cabo los
cambios en la función celular no se han descrito, hay limitados reportes en la
activación de TNF-α de diversas cascadas de transducción de señales.
Algunos autores sugieren que la disminución en la acumulación de AMPc por
células tratadas con gonadotropinas y TNF-α se debe a la disminución en el
número de LH-R. Adicionalmente, el TNF-α parece activar la cascada MAPK
en células luteales bovinas 9 .

1.2.2. Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF).
El Factor de crecimiento epidérmico es un polipéptido con una potente
actividad mitogenica en varios tipos de células in vivo e in Vitro. El factor fue
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originalmente aislado de las glándulas submaxilares de ratones, de orina
humana y de otras fuentes 10 .
El factor de crecimiento epidermal (EGF) suprime la producción de E2 y T
dependiente de FSH por las células proliferantes de la granulosa y la teca,
respectivamente.

Adicionalmente, el factor de crecimiento relacionado, el

factor de crecimiento y transformación (TGF)-α tiene acciones similares en la
esteroidogénesis de las células de la granulosa y teca. Como se describió con
otros factores de crecimiento, la modulación de la síntesis ovárica de E2 y T
por EGF o TGF-α puede correlacionarse a la regulación de la expresión y
actividad enzimática esteroidogénica. La EGF suprime la actividad de P450arom
estimulada por LH y FSH a niveles básales en células de la granulosa –
luteales 11 .
Aunque la supresión

dependiente de EGF de producción de E2 y T

dependiente de FSH y LH ha sido claramente documentada, el efecto de EGF
en la producción gonadotropodependiente de P4 por las células de la granulosa
y luteales es variable. Hay diversos reportes aparentemente conflictivos los
cuales indican que la EGF inhibe o aumenta la producción de P4 por estas
células. Una vez se hace un examen más cercano de estos estudios, parece
ser las acciones de EGF son dependientes de la etapa del desarrollo de las
células en estudio. Esto es antes del surgimiento de LH, la síntesis de P4 en
las células de la granulosa se inhibe por EGF, mientras que después del
surgimiento de LH, la producción de P4 en las células luteales se aumenta por
EGF 12 .
Como la insulina y el IGF-I también hay evidencia de que EGF modula la
actividad de adelinato ciclasa dependiente de gonadotropina. Sin embargo,

10

HAFEZ E, HAFEZ B, reproducción e inseminación artificial en animales, séptima edición, México,
Pág. 49.
11
WOOD JR, STRAUSS JF. Multiple signal transduction pathways regulate ovarian steroidogenesis".
3rd. Rev Endocr Metab Disord. 2002 Jan;3(1):33-46.
12
OPCIT

8

hay diferencias específicas de especie y de células en la modulación de la
adenilato ciclasa también 13 .

1.2.3 Factor de Crecimiento Fibroblasto (FGF).
El FGF, originalmente asilado de la hipófisis bovina, es un polipéptido. Es
angiogenico (es decir, estimula el crecimiento de los vasos sanguíneos), así
como mitogénico. La síntesis de FGF en el ovario estimula las células luteicas
en bovinos, pero retarda la diferenciación de células de la granulosa de bovino
en cultivo.

1.2.4. Inhibinas y Activinas.
Las inhibinas y las activinas son importantes reguladores paracrino/autocrino
de FSH y LH 14 .
La inhibina y la activita juegan un papel importante en la modulación de la
esteroidogénesis ovárica. Fueron originalmente descubiertas debido a sus
acciones opuestas en la secreción de FSH.

La inhibina, actúa por un

mecanismo endocrino el cual suprime la secreción de FSH. La activina, actúa
por un mecanismo autocrino el cual

aumenta la secreción de FSH de la

pituitaria anterior. Es por esta razón que estos dos factores impactan
directamente sobre la esteroidogénesis estimulada por FSH.
Aunque la habilidad de la activina y la inhibina para regular la secreción de
FSH se ha documentado muy bien, también hay evidencia de que estos
factores actúan localmente en el folículo para modular la esteroidogénesis
ovárica estimulada por gonadotropinas.

En las células de la granulosa en

proliferación, la activina incrementa la expresión de FSH-R aumentando
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sinergicamente la actividad de P450arom y la producción de E2 y P4. Aunque un
reporte hecho en células de la granulosa de ratas sugiere que la inhibina
reduce la actividad de P450arom dependiente de FSH, aun no es claro si esta
acción de inhibina ocurre en otras especies 15 .

1.2.5. Insulina y Factores de Crecimiento Similares a la Insulina (IGF).
Los IGFs o somatomedinas son factores de crecimiento polipeptídicas
secretados por el hígado y varios tejidos, en respuesta a la estimulación a la
hormona de crecimiento. Ellos modulan casi todas las acciones promotoras de
crecimiento de la hormona del crecimiento. Los factores de crecimiento
parecidos a la insulina (IGF-I y IGF-II) son polipéptidos de una sola cadena con
una estructura homologa a la proinsulina. Regulan la proliferación y la
diferenciación de varios tipos de células y ejercen efectos metabólicos similares
a los de la insulina. A diferencia de la insulina la mayor parte de los tejidos los
producen. Los IGFs tienen la capacidad de actuar vía mecanismos endocrinos
así como autocrinos y/o paracrinos 16 .
Los IGFs, los cuales exhiben una homología estructural con la insulina, también
juegan un papel importante en la modulación de la esteroidogénesis ovárica.
En mamíferos no primates, incluyendo roedores, cerdos y vacas, el IGF-I es el
IGF predominante sintetizado por las células de la granulosa, mientras que el
IGF-II es el IGF que más se sintetiza en células de la granulosa y teca en
humanos 17 .
Como la insulina, los IGFs modulan positivamente la esteroidogénesis basal y
dependiente de gonadotropinas.

Por ejemplo, tanto IGF-I como IGF-II

aumentan la producción basal de E2, P4 y A, T en las células de la granulosa y
15
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teca. Esta producción aumentada de esteroides ováricos por IGF-I e IGF-II
puede correlacionarse con expresión aumentada de diversas enzimas
esteroidogénicas.
Las acciones de IGF-I e IGF-II en las células de la granulosa, teca y luteal son
mediadas por el receptor IGF-I (IGF-IR), el cual tiene actividad de tirosin kinasa
y es estructuralmente similar al IR.

Dadas las similitudes entre los dos

receptores, no es sorprendente que el IGF-IR y el IR estimulen muchas de las
mismas cascadas de señalamiento. También, de acuerdo con estudios llevados
a cabo usando insulina. Hay evidencia de que la activación de IGF-IR aumenta
el señalamiento gonadotropodependiente por medio de la vía de AMPc/PKA.

1.2.6. Interferones (IFN).
Los interferones (IFN) son un grupo de proteínas que se identifican inicialmente
por su habilidad para proteger a las células contra infecciones virales. Existen
por lo menos tres clases: alfa, beta y gamma. Los IFN alfa y beta son
sintetizados en respuesta a una infección viral, mientras que los IFN-gamma
(IFN-y) se producen en los linfocitos T después de la estimulación mitogenica o
antigénica.

1.2.7. Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF).
Los órganos reproductores femeninos exhiben crecimiento y regresión marcado
y periódico, acompañados de cambios igualmente llamativos en la proporción
de su flujo sanguíneo. Estos son algunos de los pocos tejidos adultos en los
que ocurre la angiogénesis como un proceso normal. Los folículos ováricos y el
cuerpo amarillo producen factores angiogénicos; estos parecen ser enlaces de
heparina y pertenecen a las familias de proteínas del factor de crecimiento
fibroblastico y el factor del endotelio vascular. El VEGF se demostró primero en
el cuerpo amarillo bovino. Los cambios cíclicos relacionados con la formación y

11

regresión del cuerpo amarillo están asociados con la formación de nuevos
vasos sanguíneos

1.2.8. Factor de Necrosis Tumoral (TNF).
El factor alfa de necrosis tumoral se ha asociado tradicionalmente con la
inflamación, pero varios estudios reportan una posible función del TNF en el
aparato reproductor femenino (de la hembra).

1.2.9. Factor de Crecimiento de Nervio (nerve growth factor, NGF)
El NFG es un factor de crecimiento proteico que se requiere para el crecimiento
y mantenimiento de las neuronas simpáticas.

1.2.10. Factor Activador de Plaquetas (platelet activating factor, PAF)
El factor activador de plaquetas es un fosfolipido mediador muy potente
producido por varios tipos

de células: neutrofilos, macrófagos, células

endoteliales y embriones preimplantados. El PAF induce una amplia gama de
respuestas

fisiológicas

y

farmacológicas

que

involucran

procesos

reproductivos, acumulación de plaquetas, anafilaxis y permeabilidad vascular.
El PAF, producido por el espermatozoide, incrementa su movilidad y la
fertilización in Vitro durante la coincubacion del espermatozoide y el ovulo.

1.2.11. Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (platelet derived
growth factor, PDGF).
El PDFG

es un péptido producido por plaquetas, macrófagos y células

endoteliales. Es un mitogeno potente para el músculo liso vascular y fomenta la
cicatrización de heridas. El PDFG también aumenta la producción de
progestina estimulada por la FSH.

12

1.2.12. Factor Parecido a la Relaxina (relaxin like factor, RLF)
El RLF es un nuevo miembro de la familia de la insulina/factor de crecimiento
semejante a la insulina que parece estar expresado predominantemente en las
células de Leydig de los testículos. Además, se produce en el ovario de varias
especies en tanto de las células de la teca folicular como en el cuerpo amarillo
del ciclo y de la preñez. El RLF puede sustituir funcionalmente a la relaxina de
la vaca.

1.2.13. Factor de Crecimiento Transformador (transforming growth factor,
TGF).
El factor de crecimiento transformador alfa (TGF-ά), íntimamente relacionado
con el EGF, se une a los receptores de EGF y ejerce efectos similares. El
TGF-ά se produce en las células de la teca, en las de la granulosa y en el
oocito 18
Diversos miembros de la superfamilia TGF-β de glucoproteinas diméricas
disulfuroligadas son importantes para la modulación de esteroidogénesis
ovárica. De forma interesante, cada miembro de esta superfamilia influencia
diferencialmente la expresión dependiente de gonadotropina y la actividad de
componentes selectos de maquinaria esteroidogénica y por lo tanto regula de
forma única la síntesis de esteroides específicos en las células de la teca y la
granulosa.

1.3. MOLÉCULAS.
Bastantes autores coinciden en que los parámetros biofísicos y los elementos
inorgánicos más importantes a controlar en los medios de cultivo embrionario
son los siguientes:

18
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•

Osmolaridad. Teniendo en cuenta los valores observados en las
secreciones uterinas, podría asumirse que lo óptimo sería 280 ± 20
mOsm/Kg. Sin embargo, existe evidencia que indica que valores de
alrededor de 245 mOsm/Kg favorecerían el desarrollo embrionario 19 .

•

pH. La mayoría de los embriones de mamíferos cultivados in vitro
desarrollan en pH neutro o ligeramente alcalino, encontrándose los mejores
resultados entre 7,2 y 7,6 20 .

•

CO2 y O2. La fase gaseosa más utilizada es aquella compuesta por 5%
CO2 en aire para la maduración oocitaria y fertilización, y 5% O2, 90% N2 y
5% CO2 para el desarrollo embrionario. Estas son similares a las
registradas en el oviducto de algunas hembras mamíferas.

•

El fluido oviductal bovino y ovino se caracteriza por bajos niveles de Na
y altos niveles de K, comparados con los niveles plasmáticos. Estos dos
elementos son cuidadosamente balanceados al formular los medios de
cultivo, así como: magnesio, calcio, bicarbonato, sulfatos y fosfatos.

•

El agua es el componente que participa en mayor proporción en la
formulación de cualquier medio de cultivo y su grado de pureza está
fuertemente relacionado con el desarrollo embrionario.

1.3.1. Fuente de Energía.
Las fuentes de energía más utilizadas en los medios de cultivo de embriones
son, en general, el lactato, el piruvato y la glucosa.
19
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Se ha demostrado que durante los primeros estadios, antes de la activación del
genoma embrionario, los embriones utilizan preferentemente piruvato, lactato y
glutamina como fuente de energía, aumentando considerablemente la
utilización de glucosa en estadios más avanzados de desarrollo 21 .
La falta de utilización de la glucosa durante los primeros estadios estaría dada
por la falta de actividad de la enzima fosfofructoquinasa. Esta enzima acelera la
glucólisis catalizando la formación de fructosa 1-6 bifosfato a partir de fructosa
6 fosfato, y se encuentra controlada alostéricamente por el cociente ATP-ADP,
particularmente alto en este período. En esta etapa, la adición de glucosa a los
medios de cultivos no solamente no sería aprovechada, sino que, a su vez,
generaría un efecto inhibitorio sobre el desarrollo embrionarios sin embargo, en
embriones bovinos a partir del estadio de 8-16 células y en respuesta a una
alta demanda de energía necesaria para la compactación, y la formación y
expansión del blastocele, el cociente ATP-ADP podría disminuir, y con ello, la
inhibición ejercida sobre la enzima mencionada, con lo cual aumentaría el
consumo de glucosa. Este metabolito también participa en la síntesis de
precursores de ácidos nucleicos y de lípidos y su disponibilidad sería
importante durante la eclosión fuera de la zona pelúcida 22 .
Con respecto a los lípidos, poco se sabe acerca de la importancia que tendrían
en la producción de energía durante el desarrollo embrionario temprano 23 .Sin
embargo, en los últimos años se ha debatido la posibilidad de mejorar la
viabilidad de los embriones críopreservados a través de la adición de ciertos
componentes lipídicos a los medios de cultivo, específicamente ácido linoleico
no como fuente energética, sino como fluidificador de las membranas
plasmáticas
21

LANE M, DK GARDNER. Lactate regulates pyruvate uptake and metabolism in the preimplantation
mouse embryo 2000. Biol Reprod 62,16-22.
22
GARDNER DK, M LANE. Culture of viable human balstocysts in defined sequential serum-free
media. 1998 Hum Reprod 13,148-159
23
THOMPSON JG. In vitro culture and embryo metabolism of cattle and sheep embryos 2000. Anim
Reprod Sci 60-61,263-275
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1.3.2 Fuente de Proteína
Varios autores indicaron que los aminoácidos se encuentran dentro de los
elementos más importantes como participantes de la regulación del desarrollo
embrionario. Estos elementos serían utilizados como fuente de energía, como
buffer intracelular y para la síntesis de proteínas, siendo incorporados por
transportadores de membrana específicos regulados en función del estadio de
desarrollo o en respuesta a señales externas

24

Se ha demostrado que los aminoácidos no esenciales favorecerían el
desarrollo en estadios tempranos, mientras que los esenciales harían lo mismo
en embriones de más de ocho células. Este cambio en la utilización de
aminoácidos, pareciera deberse a requerimientos específicos de las células
embrionarias, en donde las células trofoblásticas, que dan origen a la placenta
fetal, utilizarían aminoácidos no esenciales y glutamina, mientras que las de la
masa celular interna, que originan al feto, tendrían preferencia por los
esenciales 25 .

1.2.3. Macromoléculas
Usualmente se agrega suero bovino y/o albúmina sérica bovina (BSA) como
fuente de proteínas a los medios de cultivo embrionario, aunque los resultados
obtenidos tanto en producción como en sobrevida pos criopreservación tras su
inclusión son contradictorios y motivo de numerosos estudios.
Algunos de los efectos benéficos que justifican la utilización del suero y la
albúmina son:

24

VAN WINKLE LJ. Amino acid transport regulation and early embryo development2001. Bio Reprod
64, 1-12.
25
GARDNER DK, M LANE. Culture of viable human balstocysts in defined sequential serum-free
media. 1998Hum Reprod 13,148-159
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•

Proteger a los embriones en cultivo de sustancias tóxicas (Ej. metales
pesados).

•

Aportar factores de crecimiento y ciertas hormonas.

•

Reducir la tensión superficial del medio, evitando que los embriones se
adhieran al instrumental (placas de cultivo, pipetas, tubos, etc.).

Se ha observado que la adición de suero a los medios de cultivo tiene un efecto
bifásico sobre el desarrollo embrionario, inhibiendo los primeros estadios y
estimulando el desarrollo de mórulas y blastocistos.

Al mismo tiempo, su

empleo también se ha visto relacionado con una aceleración del desarrollo
embrionario 26 , asociado a un número mayor de células embrionarias 27 y a una
mejora en la tasa de producción y eclosión. Sin embargo, otros autores
observaron que, tanto la tasa de producción como el número de células
embrionarias 28 no fueron afectados por la presencia o ausencia de suero.

1.4 PROCESOS.
El cerebro regula la secreción de las glándulas endocrinas a través de las
hormonas, sustancias químicas producidas por tejidos específicos, que se
vierten directamente en el torrente circulatorio en respuesta a determinados
estímulos provocando una respuesta funcional específica, la cual puede
manifestarse tanto en forma inmediata como mediata. Como resultado de dicho
proceso de transferencia, la célula receptora de dicho estímulo, modifica su
comportamiento a través de cambios en sus esquemas metabólicos Los tipos
de acciones promovidas por las hormonas pueden ser modificaciones en la
permeabilidad de las membranas o en los mecanismos de transporte;
modificación de la síntesis proteica y/o modificación de la actividad enzimática
26

GÓMEZ E, D DIEZ. Effects of glucose and protein sources on bovine embryo development in vitro
2000. Anim Reprod Sci 58,23-37
27
FOULADI-NASHTA AA, R ALBERIO, M KAFI, B NICHOLAS, KHS CAMPBELL, R WEBB.
Differential staining combined with TUNEL labelling to detect apoptosis in preimplantation bovine
embryos 2005. Reproductive Biomedicine Online 10, 497-502.
28
SUNG LY, F DU, J XU, W CHANG, TL NEDAMBALE, J ZHANG, S JIANG, XC TIAN, X YANG.
The differential requirement of albumin and sodium citrate on the development of in vitro produced
bovine embryos. 2004Reprod Nut Dev 44, 551-564.
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celular. 29 De acuerdo con su estructura química pueden agruparse en
esteroides, aminas y aminoácidos, proteínas, derivados de ácidos grasos y
pépticos 30 . En cambio, si se tiene encuenta el criterio funcional, se las
considera neurosecretoras, tróficas, glandulares, tisulares o sustancias
mediadoras. Según la velocidad de acción y duración de la respuesta éstas
pueden clasificarse como de respuesta rápida y corta duración o de respuesta
lenta y persistente. Por último, podemos considerar otra clasificación de
acuerdo con la naturaleza de la respuesta metabólica que producen y en tal
caso consideramos aquellas de carácter catabólico y las anabólicas cuyos
efectos implicarían un ascenso o descenso de los niveles de AMP cíclico
intracelular 31 . Las hormonas en general, son eliminadas de la circulación por
mecanismos variados: las proteínas y polipéptidos son catabolizados a sus
aminoácidos constitutivos principales en hígado, riñón y diferentes órganos
efectores; los esteroides son inactivados en hígado, riñón u otros tejidos, o por
su naturaleza, pueden ser secuestrados en tejido adiposo; la prostaglandinas
son rápidamente inactivadas por los órganos efectores o removidas de la
circulación por pulmón e hígado.
Las hormonas como los neuropéptidos necesitan ser secretados desde las
células donde son sintetizadas para ejercer sus acciones biológicas, aunque
también pueden presentar una actividad parácrina y autócrina. Ambos pueden
sufrir modificaciones postranslacionales, las cuales ocurren en determinados
compartimientos subcelulares y son llevadas a cabo en una estricta sucesión
de eventos intracelulares, que dan origen a productos biológicamente activos.
La biosíntesis tanto de prohormonas como de proneuropéptidos es mediada
por enzimas endoproteolíticas y siendo modificadas enzimáticamente a lo largo
del proceso de síntesis Los controles por retroalimentación están dados por el
sistema de retroalimentación negativa, en el cual el aumento de la
29

ECHEVERRÍA, J. “Endocrinología Reproductiva: Oxitocina.” (2004-2005) Boletin técnico elaborado
para Laboratorio Chem Stolz S.R.L.
30
DANNIES,PS “Protein hormone storage in secretory granules: Mechanisms for concentration and
storing” (1999) Endocrine Reviews 20 (1):3-21.
31
ECHEVERRÍA J. Endocrinología Reproductiva: Prostaglandina F2α en vacas. Vol. VII, Nº 01, 2006.
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concentración de las hormonas da lugar a una menor producción de las
mismas, usualmente a través de una interacción con el hipotálamo o con la
hipófisis.
Una de las características más sobresalientes de las hormonas, es su
especificidad. Esto se debe a la presencia de receptores para las mismas 32 . La
regulación hormonal de la actividad celular muestra propiedades muy
singulares: especificidad, potencia, selectividad y rapidez 33 . Las propiedades
que pueden determinar la capacidad de una hormona para interactuar con un
receptor son varias: tamaño, composición química, cargas eléctricas, presencia
de grupos funcionales críticos, cambios conformacionales, etc. 34 .
Estos receptores pueden ubicarse intracelularmente como es el caso de los
receptores Para las hormonas esteroides y tiroides o estar situados en la
membrana y generar respuestas tipo cascada como sería el caso de la
adrenalina y Gn-RH entre otras Una de las características más comunes de los
receptores hormonales es su escaso número por célula, el cual puede
experimentar variaciones significativas, según sea el estado metabólico de la
célula o su estimulación hormonal previa.
La reproducción animal bovina es una secuencia de eventos que comienza con
el desarrollo del sistema reproductivo en el embrión. Luego de su nacimiento,
se produce un estado de aparente quietud o latencia hasta la pubertad, donde
el animal debe alcanzar el tamaño y peso adecuados para enfrentar un estado
de futura madurez sexual. las hormonas que intervienen en la reproducción se
dividen en 35 :

32

ECHEVERRÍA J. Endocrinología Reproductiva: Prostaglandina F2α en vacas. Vol. VII, Nº 01, 2006.
CUNNINGHAM, JG “Fisiología veterinaria” Segunda Edición. Edición 1997 Interamericana McGrawHill.
34
ECHEVERRÍA, J. “Endocrinología Reproductiva: Oxitocina. Revisión bibliográfica” (2004-2005)
Boletín técnico elaborado para Laboratorio Chem Stolz S.R.L.
35
HAFEZ E , HAFEZ B, reproducción e inseminación artificial en animales, séptima edición, México,
2000 Pág. 38.
33
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•

Primarias: forman parte directa

de varios

aspectos de

la

reproducción como la espermatogénesis, ovulación, comportamiento sexual
y materno, fecundación, implantación y mantenimiento de la gestación,
parto y lactancia.
•

Metabólicas: comprende aquellas hormonas necesarias para el bienestar
general y estado metabólico adecuado del animal, que permitirán de este
modo, que ocurra la reproducción.

La regulación de la actividad sexual está representada en el organismo por el
sistema hipotálamo-hipófisis-ovárico. El hipotálamo y la hipófisis anterior en
conjunto con los órganos reproductivos aseguran el ritmo de reproducción
interrelacionando hipotálamo, hipófisis, ovario y hormonas LH, FSH y
esteroides ováricos, para conformar la esencia de

la maduración folicular,

ovulación, implantación y mantenimiento de la gestación. Todo esto está
claramente influenciado por factores hereditarios, nutricionales y ambientales
que pueden modificar el ciclo en cualquier animal. 36
Por su naturaleza, el estudio de la reproducción y su estacionalidad requiere un
entendimiento muy claro y profundo de los principios neuroendocrinos tanto
desde el punto de vista evolutivo como ecológico y metabólico. El conocimiento
de esos procesos e interacciones representa un punto focal sobre el cual el
hombre puede influir y de esa manera controlar diferentes aspectos
reproductivos. Durante la pubertad se adquieren la capacidad de producción
de gametas fértiles y el comportamiento reproductivo. Este es el momento en el
cual los animales liberan por primera vez sus células germinales maduras, es
decir, es el comienzo de la vida reproductiva. La pubertad representa el tiempo
de transición entre el estado de inmadurez y la madurez sexual, donde se
resaltan varios caracteres como las conductas de territorialidad, apareamiento
y cuidado de las crías entre otras. Es menester que para que esto ocurra el
animal haya adquirido una estatura y pesos determinados, por lo que, la raza
36

CUNNINGHAM, JG “Fisiología veterinaria” Segunda Edición. Edición 1997 Interamericana McGrawHill.
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tiene un efecto significativo sobre el momento de aparición del primer estro,
tanto

como el ambiente, fotoperíodo y estado nutricional

En principio, la

adenohipófisis libera hormonas gonadotropinas que viajarán hacia las gónadas
generando una liberación primaria de esteroides gonadales, cuando estos
alcanzan niveles elevados, se genera un estado de retroalimentación negativa
que bloquea momentáneamente la liberación de estas gonadotropinas y
cuando estos niveles decaen nuevamente, este sistema es activado. También
intervienen en el control cíclico, los factores liberadores de hormonas 37
En el feto bovino, las oogonias desarrollan en el ovario durante la
embriogénesis temprana y proliferan entre los 50 y 130 días de la gestación. A
este proceso le sigue uno degenerativo donde el 60% de los ovocitos son
eliminados. A los 80 días de la gestación, se inicia la meiosis de las ovogonias
para detenerse en su etapa diploteno. Una vez alcanzada la pubertad, se
reinicia la actividad folicular, surge entonces la diferenciación entre la granulosa
y la lámina basal y entre las células de la teca interna y la lámina basal. Una
vez comenzado y terminado este proceso comienza la foliculogénesis, etapa
caracterizada por el crecimiento y diferenciación de los folículos primarios y
secundarios, seguido de la etapa de formación de una cavidad con líquido
(folículo maduro de 0.1-20 mm) influenciado por gonadotropinas y FSH
principalmente 38 .
La edad del primer estro en novillas varía considerablemente, pero la edad
promedio con estado nutricional bueno, fluctúa entre 10 y 12 meses para razas
lecheras y 14 y 15 meses para razas de carne. En esta especie, el ciclo dura
en promedio 21 días.
Cada ciclo puede estar clásicamente dividido en una fase luteal y en una fase
folicular. La fase luteal está caracterizada por ausencia de manifestaciones
típicas de comportamiento sexual, presencia de cuerpo lúteo activo y altos
37

ECHEVERRÍA J. Endocrinología Reproductiva: Prostaglandina F2α en vacas. Vol. VII, Nº 01, 2006.
FERNANDEZ TUBINO, “Ondas foliculares en bovinos. Su importancia en la sincronización de celos”
(2003) Portal Veterinaria.com 2003.

38

21

tenores de progesterona plasmática circulantes. La fase folicular comienza con
el proestro, en este momento ocurre un aumento del estrógeno del folículo
preovulatorio que induce un período de receptividad o

estro esta fase es

finalizada cerca de la ovulación 35 a 45 hs después. 39 La fase luteal abarca el
diestro y finaliza cerca de la fase de luteólisis, seguido por el proestro. Hacia el
final de la fase luteal, se produce una disminución de la acción de progesterona
debido a una “down regulation” de sus receptores a nivel hipotalámico y
endometrial, lo cual indicaría el comienzo de la elevación de estrógenos
nuevamente, producto de una liberación de Gn-RH.
En los Bovinos, la ovulación se presenta al azar con respecto al ovario que
contiene el cuerpo luteo previo. El desarrollo folicular se produce en ondas. Las
ondas foliculares son el desarrollo armónico y simultáneo de varios folículos
antrales funcionando a través de estadíos integrados de reclutación, selección
y dominancia folicular.
Durante el ciclo folicular, se presentan generalmente dos (y a veces hasta tres)
curvas de actividad folicular; la primera al inicio y la segunda a mitad del ciclo.
De la primera surge un folículo dominante (menor a 5 mm de diámetro) que
aumenta su tamaño (por encima de los 10 mm de diámetro) entre los días 5 y
11 para luego experimentar atresia. En la segunda fase, surgen varios folículos
productores de estrógenos y de ellos, uno es el dominante y el que controla el
destino de los demás, al haber adquirido el tamaño adecuado, cumple la última
fase de crecimiento y se constituye en un folículo de Graaf (maduro), listo para
ovular. Se expande ligeramente sobre la superficie del ovario para luego ser
liberado. Una vez que esto sucede, la cavidad se retrae y comienza a llenarse
gradualmente de células que conformarán el cuerpo lúteo. Este cuerpo lúteo
alcanza su madurez a los 7 días y se mantiene activo por 8 a 9 días (total: 16 a
17 días), para luego involucionar quedando como pequeñas cicatrices
conocidas como cuerpo albicans 40 .

39
40

ECHEVERRÍA J. Endocrinología Reproductiva: Prostaglandina F2α en vacas. Vol. VII, Nº 01, 2006.
ECHEVERRÍA,J. “Endocrinología Reproductiva: Oxitocina. Revisión bibliográfica” (2004-2005).
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Los folículos de Graaf comienzan a segregar 17-ß estradiol, el cual comienza a
aumentar para inducir el comportamiento estral. Este pico coincide con los
valores decrecientes de progesterona. Esto es lo que desencadena el pico de
LH. Luego de este pico, si hay folículos maduros, se produce la ovulación. La
ovulación ocurre entre 10 y 11 hs después de finalizado el estro (o 30 hs
después de comenzado el estro), salvo en la primera ovulación post parto que
se produce sin signos aparentes de celo. La liberación de estrógenos dilatan el
cuello, favorecen la contractilidad de la musculatura uterina y generan cambios
en la viscosidad del moco cervical, base para la detección del estro. Este moco
es menos denso durante el estro y depende generalmente de la vulva. En
contraposición, la LH aumenta la síntesis de progesterona a partir del cuerpo
lúteo preparando al útero para la implantación del óvulo disminuyendo el tono
miometrial, aumentando la viscosidad del mucus y cerrando el canal cervical. El
ovario es el principal productor de progesterona en el mantenimiento de la
gestación. Una vez finalizada la gestación o terminada la actividad del cuerpo
lúteo, la liberación de PGF2α desde el miometrio, induce la regresión del
cuerpo lúteo y la liberación de oxitócina 41 .
En caso de producirse una gestación (276-295 días), una vez que esta llega a
su

término, es el cortisol fetal el que da comienzo al parto, posiblemente

mediante la Estimulación del eje hipotalámico y la conversión de progesterona
en estrógenos Conjuntamente con el aumento de oxitócina y PGF2α que se
sintetiza como consecuencia De un aumento en la concentración de
estrógenos. Luego de este acontecimiento se lleva a cabo La involución
uterina, período conocido como puerperio. Paralelamente se produce un
Aumento marcado de prolactina para comenzar con la lactancia. El intervalo
desde el parto hasta la presentación del primer estro, oscila Entre los 60 y 100
días, aunque esto puede modificarse implementando destetes Tempranos,
amamantamientos

limitados

o

terapias

hormonales.

Pasados

aproximadamente 5 días del parto, se restablecen los ciclos reproductivos.
41

HAFEZ E, HAFEZ B, reproducción e inseminación artificial en animales, séptima edición, México,
2000 Págs. 58-71.
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Aumenta la liberación de Gn-RH que da lugar a un aumento marcado de FSH
seguido de La liberación pulsátil de LH que genera la activación folicular y
secreción de 17-ß

Estradiol. Al mismo tiempo, este estradiol facilita la

capacidad de respuesta de la hipófisis a la Gn-RH 42 .

2. FERTILIZACION IN VITRO.
Es una técnica de reproducción asistida en la que se fecunda uno o varios
óvulos fuera del organismo materno. La fertilización in vitro se ha logrado
prácticamente en todas las especies domesticas y en el ser humano 43 .

2.1 OBTENCIÓN DE OOCITOS.
La recolección de oocitos permite recuperar y aprovechar folículos no
ovulatorios, que bajo condiciones fisiológicas se tornarían en folículos
atrésicos, con el fin de aprovechar el máximo potencial genético de una
donadora por procedimientos in vitro 44 .
La recolección de oocitos para el desarrollo de tecnologías in vitro se puede
realizar en dos formas 45 :
•

Recolección en animales post-mortem: Se pueden recoger por aspiración
de folículos visibles o mediante el método de corte de la superficie e interior
del ovario.

42

HAFEZ E , HAFEZ B, reproducción e inseminación artificial en animales, séptima edición, México,
2000 Págs. 70.
43
GALINA Carlos y VALIENCIA Javier; Reproducción de Animales Domésticos; segunda edición;
México 2006; Pág. 146.
44
GORDON I, Lu H. production of embryons in vitro and its impact on livestock production.
Theriogenology. 33:77-87. 1990.
45
RAMIREZ O, JIMENEZ C, Recolección de ovocitos para procedimientos in vitro en bovinos. Acovez
1999; 24(1):4-9.
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•

Recolección en animales vivos: En animales vivos la recolección de oocitos
se puede realizar por aspiración trasvaginal guiada por ultrasonido y por
laparoscopia / laparotomia.

En esta técnica de obtención de ovocitos se deben evaluar los factores
externos que están involucrados en la manipulación de los oocitos antes de
realizar el cultivo, ya que estos pueden afectar la expresión de la competencia
del desarrollo. La competencia de desarrollo se puede definir como la habilidad
que tiene el oocito fertilizado de formar embriones hasta estados avanzados
(blastocisto) 46 .
Dentro de los factores externos que están relacionados con la manipulación de
los ovarios, se encuentran la temperatura de almacenamiento de los ovarios y
el tiempo de recolección de los oocitos después del sacrificio.
2.2 MADURACIÓN DE OOCITOS 47 .
2.2.1 Maduración Meiótica.
La maduración meiótica específicamente se refiere a la conversión de oocitos
completamente crecidos (presentes en folículos antrales) a oocitos no
fertilizados justo antes de la ovulación, siguiendo el surgimiento preovulatorio
de gonadotropinas (Hormona Foliculoestimulante [FSH] y la Hormona
Luteinizante [LH]).

En particular, la maduración meiótica involucra la

progresión nuclear, desde el inicio de la primera profase meiótica (G2 tardía) a
la metafase 1 (Primera reducción meiótica), así como los cambios metabólicos
necesarios para la activación de la fertilización del oocito. Oocitos aislados,
completamente desarrollados sufren maduración meiótica espontáneamente
durante el cultivo in Vitro, en ausencia de hormonas, dando de esta manera un

46

BLONDING P., COENEN, K, GUIBAULT, L.A, SIRART, , M.A In vitro production of bovine
embryos: developmental competence is acquired before maturation theriogenologic. 47: 1061-1075. 1997
47
KNOBIL ERNST, NEIL JIMMY, The Physiology of reproductions, second edition, volume 1, USA,
1994 pag 79-14.
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sistema experimental ventajoso para estudios estructurales y bioquímicos. El
momento de los eventos citológicos (rompimiento de membrana, formación de
huso) observado cuando se maduran oocitos in Vitro, asemeja el observado in
vivo.

Solo los oocitos que han sido exitosamente sujetos a maduración

meiótica son capaces de ser fertilizados y desarrollarse normalmente.

Los

oocitos mamíferos maduros y fertilizados in Vitro exhiben desarrollo
preimplantación normal in Vitro y se desarrollan en fetos viables después del
transplante al útero de madres sustitutas.

2.2.2. Adquisición de Competencia Meiótica.
La etapa de competencia meiotica se define como la habilidad del oocitos para
soportar reducción meiótica durante el crecimiento del oocito. Esto se aplica
para los oocitos in vivo así como para aquellos que crecen en condiciones in
Vitro. La adquisición de competencia meiótica aparentemente ocurre en dos
pasos: los oocitos en crecimiento primero adquieren la habilidad de pasar por
rompimiento del sobre nuclear (GV) con progreso hacia le metafase 1, seguido
por la adquisición de la habilidad de progresar de la metafase I a la metafase II.
Cierta evidencia sugiere

que la adquisición de competencia meiótica es

dependiente del tiempo pero independiente de la presencia de células
foliculares, contactos celulares heterólogos y crecimiento celular.

En este

contexto es evidente que la transición de G2 a la fase de un ciclo celular de un
ovocito se regula por un factor citoplasmático, llamado factor de promoción de
la maduración (MPF). La actividad de MPF aparece durante la maduración
meiótica de los oocitos alcanzado los niveles más altos a la metafase de
meiosis I y II y diminuyendo la anafase – telofase de meiosis I o después de
completar la meiosis. Aunque no se ha completado un análisis profundo de la
regulación de la actividad de MPF durante la maduración meiótica en oocitos
mamíferos, se han asociado eventos estructurales esenciales con la transición
del ciclo celular de G2 - a – M en su tipo celular meiótico. Durante el curso de la
adquisión de la competencia meiótica, ocurren diversas e importantes
modificaciones en la estructura nuclear y citoplasmática que indican una
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transición del ciclo celular de G2 a M. Estos cambios incluyen la apariencia de
una concha perinuclear de heterocromatina, la pérdida de un arreglo de
interfase de los microtúbulos citoplasmáticos y la apariencia de centrosomas
fosforilados.

Ya que estos cambios coinciden, con la formación del antro

folicular, un proceso iniciado por la FSH, se cree que la FSH juega un papel
importante en la adquisición de competencia meiótica.

2.2.3. Rompimiento Nuclear (Vesícula Germinal).
En pocas horas de realizado un cultivo in Vitro, los oocitos completamente
crecidos sufren el estadio de vesícula germinal rota (GVBD). Este proceso
empieza con una ligera ondulación

de la cubierta nuclear pocos minutos

después de que los oocitos sean colocados en el cultivo, lo que continúa con el
aumento de la intensidad durante las siguientes 1 – 2 horas.

Estas

ondulaciones pueden estar relacionadas con la condensación cromosómica
que se inicia durante este periodo. Los pares nucleares desaparecen en 1 hora
más o menos en el cultivo; los rompimientos en la cubierta nuclear son visibles
después de cerca de 2 horas, en promedio. Después de 3 horas de cultivo, en
promedio, la cubierta nuclear se encuentra completamente dispersada en
dobleces de membrana que aparentemente se unen al retículo, posiblemente
para cumplir un papel subsecuente en la formación de la cubierta nuclear y
pronuclear. El tiempo promedio para completar el rompimiento de la cubierta
nuclear, medido desde el primer signo de desintegración de la membrana a la
desaparición del nucleolo, es 11 minutos. La desaparición del nucleolo ocurre
cortamente después de contactar el citoplasma que invade. En contraste, la
lámina nuclear, un grupo fibroso que se compone de las láminas A, B y C que
se aliena en la membrana nuclear interna, persiste a través del rompimiento de
la vesícula germinal y parece desintegrarse justo antes de la metafase de la
meiosis. También debería notarse que los cambios significativos en el número
y distribución de los gránulos corticales también ocurren durante la maduración
meiótica.
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2.2.4. Condensación Cromosómica.
Durante la maduración meiótica, los cromosomas de los oocitos (bivalentes)
pasan por una metafase I, anafase I y telofase I quedándose quietos en la
metafase II sin que intervenga una profase II. Los cromosomas en la etapa de
dictiado difusa sufren una condensación significativa a lo largo del margen
interno de la envoltura nuclear, de forma concomitante con el comportamiento
ondulatorio de la cubierta. Durante este periodo, el quiasma se mueve hacia
los extremos de los cromosomas. La cromatina se vuelve heterocromática y
contiene gránulos densos que incrementan en número con aumento de la
condensación cromosómica.

La condensación cromosómica ocurre en el

vestigio agranular del núcleo a los 20 minutos de la disolución nucleolar,
después de 2 o 3 horas de cultivo, en promedio, cuando la condensación
cromosómica está casi completa, los bivalentes tienen forma de V y son
telocéntricos y se asocian usualmente con fragmentos de la cubierta nuclear.
Poco

después,

los

cromosomas

altamente

condensados

se

arreglan

circularmente en el centro del oocito, pierden sus contactos con los fragmentos
de cubierta nuclear y luego (después de 6-9 horas de cultivo), se alinean en el
Ecuador del huso de la metafase I.

2.2.5. Formación del Huso.
Durante el periodo del rompimiento de la cubierta nuclear (GVBD) y la
condensación

cromosómica,

aparecen

kinetochores

con

microtúbulos

asociados, así como otros centros de organización en microtúbulos; los
microtúbulos se extienden desde estos centros, hasta rompimientos en la
cubierta nuclear, en el nuclecloplasma. Aparentemente, hay un kinetochore
asociado con cada cromátide de cada homólogo cromosomal. Cerca de las 6
horas de cultivo, aparece un huso meiótico pequeño pero morfológicamente
identificable y se reconoce claramente a las 9 horas.

A diferencia de la

situación de la mayoría de las células, los polos del huso del oocito carecen de
centríolos y se componen solo de bandas que se llaman material pericentriolar.
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El material pericentriolar se asocia con los polos del huso en formación durante
la prometafase y se vuelve altamente fosforilado y condensado en la metafase;
este desaparece de los polos del huso durante la telofase. De forma paralela
con estos cambios progresivos en la organización del material pericentriolar en
los polos del huso, los centrosomas citoplasmáticos, que también contienen
este material y microtúbulos nucleados, sufren alteraciones en número y
localización durante la maduración meiótica.

Estas estructuras son más

numerosas en la prometafase y anafase de la meiosis y se localizan en la
corteza del oocito, excepto en el lugar de unión del huso.
El tamaño del huso aumenta progresivamente, con la presencia de un huso
completamente formado, en forma de barril en la metafase I a las 9 o 10 horas
de cultivo. La distancia de polo a polo del huso es de más o menos 40 μm y
de ancho es cerca de 25 μm. Uno de los polos del huso se localiza cerca de la
corteza de la célula; el huso se encuentra rodeado por un área densa
compuesta de mitocondrias, vacuolas y gránulos. Los gránulos corticales se
excluyen de este sitio de unión del huso donde se localiza una banda ancha
semimembranosa de actina.

Ya que la meiosis precede la anafase, los

bivalentes se mueven hacia los extremos opuestos del huso y el huso rota 90°.
Estos movimientos aparentemente involucran microfilamentos. Es importante
notar que los oocitos en maduración gastan cerca de 6 horas en prometafase I
(periodo desde la condensación cromosómica inicial hasta el alineamiento de
los bivalentes en la metafase I) y cerca de 4 horas en metafase I. Este periodo
largo probablemente refleja el tiempo necesario para sintetizar y ensamblar el
aparato en huso.

2.2.6. Emisión del Cuerpo Polar.
Las figuras de anafase y telofase predominan a las 10 y 13 horas de cultivo in
Vitro, y es durante este periodo que aparece un bombeo destinado a
convertirse en el primer cuerpo polar. Durante la telofase se forma el cuerpo
medio (un anillo membranoso y vacuolar basofílico alrededor de la región
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central del huso en telofase) y se inicia el retiro del cuerpo polar. La separación
de los cromosomas homólogos toma lugar, junto con un hundimiento asimétrico
del citoplasma del oocito que contiene un cuarto del complemento
cromosómico original (telofase tardía). Adicionalmente a los cromosomas, el
primer cuerpo polar contiene una variedad de organelos, incluyendo
mitocondrias, ribosomas y gránulos corticales, así como en el cuerpo medio.
Aunque el huso se encuentra ocasionalmente en el primer cuerpo polar,
raramente se ve una estructura bien definida y los cromosomas del cuerpo
polar empiezan a degenerarse en la telofase I tardía. Un área deficiente en
organelos

como

gránulos

corticales,

pero

rica

en

microfilamentos

submembranosos de actina, se sobrepone al huso en metafase II de oocitos no
fertilizados. Además, la membrana plasmática sobre el huso es relativamente
suave, mientras que el restante de la superficie del huso es altamente
microvelloso.

Los centros de organización de los microtúbulos, que no se

asocian con el huso, se encuentran en el citoplasma cerca de la corteza
celular.

La progresión más allá de la metafase II, con separación de las

cromátidas y emisión de un segundo cuerpo polar, espera la fertilización o la
activación partenogénica del huevo.

2.2.7. Aspectos Reguladores en la Maduración del Oocito.
Los oocitos de mamíferos tienen la inusual habilidad de sufrir maduración
meiótica espontáneamente cuando son liberados de los folículos y cultivados in
Vitro. A diferencia de los oocitos de especies no mamíferas, no se necesita de
ningún estímulo hormonal para reiniciar la progresión meiótica en oocitos
mamíferos y alcanzar la metafase II (pasar la transición de oocito a huevo) in
Vitro.
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2.3 FERTILIZACIÓN DE OOCITOS 48 .
La interacción del espermatozoide y del óvulo inicia una serie de
transformaciones

que

involucran

a

los

componentes

nucleares

y

citoplasmáticos de ambos gametos. Estas transformaciones constituyen el
proceso de fertilización, que comienza con la interacción y subsecuente fusión
de los gametos y termina con la asociación de los grupos correspondientes de
cromosomas derivados de los dos pronúcleos, uno de origen materno y el otro
paterno.
La fertilización del óvulo in vitro se hace por medio del semen obtenido de un
ejemplar macho el cual se mantiene en un medio químicamente definido que
contenga albúmina,

una fuente de energía (glucosa o piruvato) y otros

componentes de la solución Krebs-ringer bicarbonatada.
La capacitación puede ser revertida por la exposición de los espermatozoides`
capacitados al flujo seminal. Por ello se postula que una proteína del flujo
seminal se une a la membrana plasmática del espermatozoide previniendo la
entrada de calcio, y que su perdida podría permitir al espermatozoide
capacitante acumular calcio.

2.3.1 Medio de Capacitación Espermática.
Para la capacitación espermática se utilizara el método swim-up, que es una
técnica utilizada para la selección de espermatozoides más fecundantes en la
inseminación artificial en animales. Es un método para seleccionar los
espermatozoides más móviles de un eyaculado, que son aquellos que se
desplazan con movimientos rápidos y rectilíneos. Esta técnica se basa en el
geotropismo negativo de los espermatozoides, por lo tanto tras una
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31

centrifugación alcanzaran primero la superficie aquellos que sean más rápidos
y por lo tanto con mayor capacidad fecundante 49 .

2.3.2 Reacción Acrosómica.
Los espermatozoides de muchas especies animales contienen en la región
apical de la cabeza una vesícula secretora llamada acrosoma 50 .
La reacción acrosómica supone la rotura y fusión, progresivas, de la membrana
plasmática con la membrana acrosómica externa del espermatozoide y debe
ocurrir antes de penetrar la capa extracelular de los oocitos 51
El proceso de reacción acrosómica comienza cuando el espermatozoide
alcanza el istmo del oviducto, esta célula inicia un movimiento asimétrico,
amplio y acelerado del flagelo (característico de la hiperactivación), lo que lo
lleva a moverse en círculos y lo ayuda a liberarse de las criptas oviductales
para avanzar a través del lumen, alcanzar el ámpula, atravesar el cúmulus
ooforus (células de la granulosa que rodean el oocito) y aponerse a la zona
pelúcida donde es reconocido. Una vez que el espermatozoide alcanza el
espacio perivitelino, se produce la adherencia entre la membrana plasmática de
la zona ecuatorial espermática y las microvellosidades de la membrana
citoplásmica del oocito; luego se fusionan las dos membranas; y de esta
manera el núcleo y demás organelas de la célula espermática ingresan al
ooplasma del oocito 52 .
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Figura 1. Secuencia de los procesos que sufre el espermatozoide en el tracto reproductivo de
la hembra: 1) Activación, 2) Capacitación, 3) Hiperactivación, 4) Reconocimiento entre
gametos, 5) Reacción acrosomal, 6) Adhesión
7) Fusión 53 .

FUENTE: OLIVERA Marta, 2006 espermatozoide, desde la eyaculación hasta la fertilización

Los depósitos de Ca++ almacenados entre la teca perinuclear y el núcleo del
espermatozoide son liberados al ooplasma, junto con la “oscilina” (factor
espermático), que es una proteína espermática muy parecida a la enzima
bacterial isomerasa glucosalina 6 fosfato (GNPI) o a la deaminasa (GNPDA). A
este factor se le atribuye la acción de inducir las oscilaciones de calcio que
conducen a la activación del oocito. Esta activación comprende: oscilaciones
intracelulares de Ca++, la expulsión del segundo cuerpo polar, la formación del
pronúcleo femenino, el reemplazo de las protaminas por histonas en el núcleo
espermático, la formación del pronúcleo masculino y la ubicación del centríolo
espermático para formar el aster masculino que es necesario para la migración
de su pronúcleo. Las oscilaciones de Ca++ inducen también la exocitosis del
contenido enzimático de los gránulos corticales almacenados en la periferia
citosólica del oocito, modificando tanto la zona pelúcida como la membrana del
oocito, para prevenir la polispermia 54 .
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2.3.3. Polispermia.
Para evitar la polispermia se suceden dos mecanismos, uno inmediato que es
el cambio de potencial de membrana del oocito, que a su vez cambia la
polaridad interna de la ZP; y otro subsiguiente que es la remodelación de la ZP,
que ocurre por exocitosis del contenido enzimático de los gránulos corticales al
espacio perivitelino; esta exocitosis está regulada por PKC dependiente de
factores lipídicos e independiente de los iones de calcio. Se han identificado
dos poblaciones de gránulos corticales que son liberados a tiempos y en
lugares diferentes: el primer grupo, se libera durante la expulsión del primer
cuerpo polar y el segundo muy cerca del sitio en donde comienza la
citoquinesis de la primera división celular 55 .

2.3.4. Fusión de Membranas Plasmáticas.
La fusión de las membranas ovocito/espermatozoide se presenta una vez que
el acrosoma reaccionado ha atravesado la ZP, llega al espacio perivitelino y
contacta con la membrana del ovocito, situándose de un modo paralelo a su
superficie. La fusión ocurre a nivel de la región post acrosomal del
espermatozoide (segmento ecuatorial) y una vez producida, el gameto
masculino deja de moverse y el espermatozoide es incorporado en su totalidad
dentro del ovocito. La región posterior de la cabeza espermática y el flagelo se
internalizan mediante fusión de membranas, mientras que la porción anterior de
la cabeza se engloba por fagocitosis 56 .
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Las proteínas involucradas en dicha fusión son la fertilina y ciritestina
localizadas en la cabeza del espermatozoide y parece que median el anclaje
del espermatozoide a la membrana plasmática del ovocito 57 .

2.3.5 Barreras que se Oponen a la Penetración Espermática.
2.3.5.1 Células Externas.
A medida que los espermatozoides se acercan al ovulo, se preparan gracias a
la capacitación de modo que el acrosoma ya es capaz de liberar enzimas que
digieran las uniones existentes entre las células protectoras del cúmulus
oophorus y la corona radiada. La principal enzima es la hialuronidasa 58 .

2.3.5.2. Zona Pelúcida.
La zona pelúcida es sintetizada por los oocitos en los roedores y por las células
de la granulosa en cerdos, vacunos y humanos. En los murinos, la zona
pelúcida está compuesta por 3 glicoproteínas sulfatadas ZP1 (185-200 KDa),
ZP2 (120- 140 KDa) y ZP3 (83 KDa) 59 . El espermatozoide penetra en la matriz
celular externa y a medida que se aproxima a la zona pelúcida, las enzimas del
acrosoma interno le abren el paso. El espermatozoide forma un canal a través
de esa área y pasa al espacio perivitelino. Hasta ese momento, el flagelo se
agita con rapidez. Las reacciones químicas que ocurren entre las sustancias
del espermatozoide y las de la zona pelúcida forman una barrera que impide la
penetración de otro espermatozoide. Esta barrera recibe el nombre de zona de
reacción 60 .

57

VELÁSQUEZ, P. Estudio del reconocimiento y la unión entre gametos en la especie bovina (Bos
Taurus). Papel del acido siálico en la interacción espermatozoide-zona pelúcida. Tesis. Universidad de
Murcia. 2004
58
SORENSEN, JR. a. m. reproducción animal, principios y prácticas. editorial mc graw hill. México.
1982.
59
CARDONA-MAYA, W.D. A.P. CADAVID. evaluación de la reacción acrosomal en espermatozoides
humanos inducida por los monosacáridos manosa y n-acetilglucosamina. actas urol esp; 29 (7) 676-684
2005.
60
SORENSEN, JR. a. m. reproducción animal, principios y prácticas. editorial mc graw hill. México.
1982.

35

2.3.5.3. Membrana Vitelina.
Esta delgada membrana es la última barrera que se opone a la penetración. En
este momento la cabeza del espermatozoide ya no tiene el acrosoma y la
célula espermática penetra en la membrana vitelina. La cabeza del
espermatozoide se apoya contra la membrana vitelina y se fusiona con ella. En
ese instante ocurre un sellado inmediato de la membrana vitelina, llamado
bloqueo vitelino, el cual impide que penetren otros espermatozoides 61 .

2.3.5.4 Formación de los Pronúcleos Masculino y Femenino.
Inmediatamente después de que el espermatozoide ha penetrado en el vitelo y
perdido su forma, aparecen los nucleolos, primero como pequeños puntos,
después uniéndose gradualmente para formar partículas redondeadas de
mayor tamaño, que llegan a estar incluidas en el pronúcleo masculino rodeadas
por una membrana nuclear 62 .
La formación del pronúcleo femenino sigue un modelo similar. Cuando la
cabeza del espermatozoide se fija al vitelo, se activa el huevo para la
consumación de la meiosis; se forma el segundo corpúsculo polar y el material
cromatínico del óvulo se convierte en una masa irregular, intensamente
basófila. Se forman los nucleolos y llegan a estar rodeados por una membrana.
Por lo general, los nucleolos femeninos se hacen visibles al mismo tiempo o
inmediatamente después de que aparezcan los nucleolos masculinos.

2.3.5.5. Singamia.
Los pronúcleos femenino y masculino emigran uno hacia el otro y se fusionan.
Se desintegran los nucleolos y la membrana nuclear, a lo que sigue la
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organización de los cromosomas, de modo que en la profase de la primera
mitosis, los cromosomas comienzan a alinearse y para la metafase, ya están
formados a lo largo de la línea ecuatorial. En esta situación el núcleo recién
formado y el citoplasma que lo rodea se considera un cigoto, el cual esta listo
para dividirse por mitosis y dar origen a un nuevo ser 63 .

2.3.6. Capacitación Espermática In Vitro.
El fenómeno de capacitación de espermatozoides de los mamíferos fue
descubierto por Monroy. Se trataba de un concepto nuevo y sorprendente a la
vez, en tanto demuestra que los espermatozoides tienen que completar el
proceso de madurez (capacidad fecundante) en el aparato genital femenino de
la hembra respectiva, mediante un tiempo de permanencia en contacto con la
mucosa uterina cifrado en 2-6 horas, dependiendo de la especie. Tras la
referida permanencia capacitadora, los espermatozoides adquieren la facultad
de fecundar al ovocito tanto in vivo como in vitro 64 .
La capacitación significa la remoción de elementos proteicos de origen
epididimal y seminal, ligados a la superficie del espermatozoide. Puede
lograrse “in vitro” mediante tratamientos con solución hipertónica. La exposición
del espermatozoide a ciertas soluciones hipertónicas permite la remoción de un
factor inhibidor (de tipo glicoproteico) que asegura la estabilidad acrosómica.
La eliminación de tales factores inhibidores es lo que permitirá la fijación de los
iones calcio sobre la membrana espermática, fijación que inducirá los cambios
de motilidad e iniciará el proceso de reacción acrosómica.
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El proceso de penetración del oocito, esta íntimamente vinculado a dos
modificaciones fundamentales de la célula germinal masculina, tales como: la
reacción acrosómica y la adquisición de la motilidad de látigo.

2.3.7. Reacción Acrosómica In Vitro.
Durante la fusión con la membrana plasmática del oocito, el espermatozoide
capacitado procede a una reacción acrosómica en la cual se pierde la
membrana plasmática que recubre la porción anterior de la cabeza del
espermatozoide y se expone la membrana interna acrosomal. Una simple
solución salina con elementos energéticos puede ser suficiente para lograrla,
aunque el agregado de seroalbúmina es beneficioso. En el hámster, ratón y
conejo es esencial la presencia de proteína, que puede ser seroalbúmina,
líquido folicular o suero sanguíneo 65 .
Las modificaciones en la membrana plasmática del esperma ocurren durante la
capacitación y reacción acrosómica al exponer reacciones de las proteínas del
oocito

en

la

superficie

del

esperma.

Estas

modificaciones

incluyen

desenmascaramientos y movimientos de sitios a la localización correcta en la
cabeza espermática como preparación para la fusión con la membrana
plasmática del oocito 66 .
La adquisición de la motilidad llamada de látigo (wiplash motility) es,
conjuntamente con la reacción acrosómica, condición imprescindible para que
se pueda realizar la fecundación. Para que se establezca este tipo especial de
motilidad, caracterizado por un enorme aumento de la frecuencia y amplitud de
los movimientos del flagelo (cola), es esencial la presencia de iones calcio en el
medio de cultivo.
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También, la incubación de los espermatozoides de toro durante tres horas
produce un descenso del pH (hasta alrededor de 5.5) que elimina parte de los
factores inhibidores y favorece la activación de la acrosina (enzima proteolítica
que facilita el pasaje del espermatozoide a través de la zona pelúcida) 67 .
Los aspectos esenciales de la fertilización son: la asociación del genoma
paterno y materno y la activación del óvulo.

3. ANTECEDENTES DE MADURACION OOCITARIA
En Chile en el año de 1997 los doctores Ratto, Berland, Wolter y Matamoros,
realizaron un trabajo investigativo en la Escuela de Medicina Veterinaria en la
Universidad Católica de Temuco. Este trabajo consistió en recolectar ovarios
de matadero

de vacas dispuestas para matadero. Una vez obtenidos los

ovarios se transportaron en termos con una temperatura de 35°C y sumergidos
en solución salina fisiológica al 0,85 %, suplementada con 100 UI/ml de
penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. Una vez llegados al laboratorio los
ovarios se procedió a recolectar los oocitos mediante la técnica de aspiración.
Solamente ovocitos rodeados por un cúmulo compacto y citoplasma
homogéneo fueron utilizados para el cultivo. Previo a la maduración, los
ovocitos fueron lavados manualmente. Finalmente se tomaron de 10 a 12
ovocitos los cuales fueron Incubados 39 °C, CO2 al 5 % y humedad relativa de
95 % durante 22 horas. Luego de este período, una muestra de los ovocitos fue
teñida con orceína acética al 1 % para verificar maduración nuclear (metafase y
primer corpúsculo polar). Posteriormente a la maduración se procedió a la
fertilización de estos ovocitos. Los resultados que se obtuvieron en esta
investigación fueron: El porcentaje de maduración de ovocitos luego de 22
horas de cultivo fue 93,7 % y el porcentaje de fecundación normal encontrado
luego de las 18 horas de inseminación fue 76,9 % (50/65).
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En el año 2000 en Argentina el grupo de Biotecnología de la Reproducción del
Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria, realizo un trabajo parecido al
realizado por la Universidad Católica de Temuco, pero en lo que cambiaron es
que la técnica de colecta de ovarios fue por medio de ovariectomia.

El

transporte de los ovarios y la recolección de los ovocitos se realizaron de la
misma manera que el artículo anterior. El cultivo se realizó en grupos de 30-40
ovocitos en 400 µl de TCM 199 suplementado con 10% de suero de vaca en
estro y Hormona menopáusica humana (HMG-0,05 UI/ml) u Hormona
folículoestimulante recombinante humana (r-hFSH-0,05 UI/ml) a 38,5°C, en una
atmósfera con 5% CO2 en aire y humedad máxima durante 18-20 horas.
Posterior a la maduración los ovocitos fuero fertilizados. En este trabajo
llegaron a las siguientes conclusiones: de los ovarios obtenidos de las vacas
ovariectomizadas se pudieron obtener en promedio de 9,5 ovocitos/ovario, o
sea 18,8 ovocitos/vaca, obteniendo así 2262 ovocitos recuperados de los
cuales la estadística reporta que se obtuvieron 5,2 embriones por vaca. La
tasa de gestación obtenida con embriones de 7 días fue de 35,5% lo cual la
hace significativa en comparación con la obtenida con embriones de 8 días
donde se obtuvo una tasa 16,6%.
En este mismo año la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza
en unión con el Departamento de Patología Animal escriben un articulo en el
cual reportan la importancia del 17B-estradiol en la maduración y fecundación
en Vitro de ovocitos bovinos, este trabajo como los anteriores también tomo los
ovarios de matadero. El transporte en este caso se realizo en una solución
fosfato-salina tamponada (PBS) a 25 ºC, suplementada con penicilina G (100
UI/ml) y estreptomicina (100 mg/ml). El método de recolección de ovocitos fue
el mismo a los dos artículos anteriores La selección de los oocitos se realizo en
base al cúmulos el cual

debería de ser compacto y con varias capas, y el

citoplasma, homogéneamente granulado. Una vez clasificados los oocitos,
éstos eran sometidos a un protocolo de tres lavados, con una duración total de
1 hora, y posteriormente eran madurados durante 24 horas. Los medios de
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maduración in vitro utilizados fueron TCM 199 y TALP-O, suplementados con
suero de oveja adulta (10%).
Tabla 1. Trabajo Investigativo de Maduración y Fertilización In Vitro

Grupo
maduracion
1
2
3
4
5
6
7
8

Grupo
fecundacion
A
B
C
D
E

Medio
base
TCM-199
TCM-199
TCM-199
TCM-199
TALP-0
TALP-0
TALP-0
TALP-0

17b estradiol
lavados

17b estradiol
maduracion

12.5mg/ml
12.5mg/ml

2.5mg/ml
2.5mg/ml
2.5mg/ml

12.5mg/ml
12.5mg/ml

2.5mg/ml

A los resultados que llegaron en esta investigación fueron los siguientes: Los
porcentajes de maduración en la

influencia del 17b-estradiol en un medio

complejo, el TCM 199 fueron los siguientes: 37,5%, 44,6%, 46,93% y 27,86%
en los protocolos 1, 2, 3 y 4 respectivamente. Entre los protocolos 1, 2 y 3 no
se apreciaron diferencias significativas (P< 0,05). Sin embargo, el tratamiento 4
fue significativamente peor. Recordemos que el tratamiento 4 es el que utiliza
17b-estradiol en los lavados y también durante la maduración. Dentro de los
tres mejores, el mayor porcentaje de maduración es para el protocolo 3,
basado en la utilización del 17b-estradiol en elevadas dosis únicamente en los
lavados previos a la maduración. Los tratamientos 1, 2 y 3 fueron los
seleccionados para llevar a cabo la maduración de ovocitos en la experiencia
de fecundación in vitro. Los porcentajes de maduración fueron: 33,3%, 22,5%,
45,83% y 16,32% en los protocolos 5, 6, 7 y 8 respectivamente. No se
establecieron diferencias significativas entre los tratamiento 5 y 7, y los
tratamientos 6 y 8 (p< 0,05), aunque sí entre ambos grupos de tratamientos.
Los protocolos 5 y 7 ofrecieron los mejores resultados de maduración, y dentro
de ellos destaca el tratamiento 7 (45,83%), que utiliza el 17b-estradiol
únicamente en los lavados previos a la maduración. Y como en el caso
anterior, el tratamiento que utiliza 17b-estradiol tanto en lavados como en
maduración, es el que peores resultados muestra. Los tratamientos 5 y 7
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fueron los seleccionados para desarrollar la maduración en la experiencia de
fecundación in vitro.
Tabla 2. Diferentes tratamientos para la Maduración in Vitro

OMM modificado
TRATAMIENTO 1 (n=72)
OMM modificado suplementado
TRATAMIENTO 2 (n=45)

con EGF (10 ng/ml)
OMM suplementado con suero

TRATAMIENTO 3 (n=46):.

fetal bovino al 10%

Un grupo de estudiantes y de profesionales de la Universidad de Santiago de
Compostela en España en el año 2003 realizaron un trabajo de investigación
el cual quería demostrar la importancia de los medios de cultivo para la
maduración oocitaria in vitro. Como en todos los trabajos descritos con
anterioridad la toma, transporte y obtención de ovocitos fue el mismo. En este
trabajo el principal parámetro de clasificación de los oocitos fue el número de
capas de cúmulo el cual debería ser de más de 3 capas celulares. El medio
básico utilizado para la maduración fue TCM-199, 0.2 mm de ácido piruvico, 50
µg/mL de gentamicina, 0.5 µg/mL de FSH, 10 µg/mL de hCG y 1 µg/mL de 17-â
estradiol. Se prepararon microgotas de 50 µL bajo aceite de parafina y en cada
una de ellas se introdujeron 10 complejos cúmulo-ovocito. El cultivo se realizó a
38,5°C en una atmósfera que contenía 5 p.100 de CO2 y máxima humedad
relativa durante un período de 24 horas. Este grupo de trabajo llego a la
conclusión que el medio de

cultivo influyó significativamente (p<0,05) en el

porcentaje de zigotos que se dividen en 48 h.
La Universidad del Zulia (Venezuela) conjunto con la Universidad de Georgia
(USA) en el año 2006 la Unidad de Investigación en Reproducción Animal
(UNIRA) realizo una investigación de fertilización in vitro en donde
comprobaron la importancia de factores de crecimiento en la maduración
oocitaria. La obtención y recolección de los ovocitos se realizo como en los
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protocolos anteriores, sin embargo al aspirar los folículos solo se aspiraban los
claros y transparentes. El medio base para este experimento fue el medio de
maduración de oocitos (OMM), Adicionalmente el OMM contenía hormona
folículo estimulante (FSH, 1 U.I/ml) e IGF-I (5 ng/ml). El trabajo investigativo se
llevo a cabo de la siguiente manera.
Este grupo de trabajo llego a la conclusión de: Los COCs madurados en OMM
modificado, suplementado con EGF (T2), presentaron similar tasa de división
que los madurados en OMM modificado más suero fetal bovino al 10% (T3),
pero significativamente mayor a la presentada por los oocitos madurados en
medios químicamente definidos en ausencia de EGF (T1) (P<0,05).
Por ultimo es importante enunciar el papel de Colombia en este tema. Se sabe
que la Universidad Nacional, la Universidad de Antioquia y la Universidad de
Cundinamarca entre otras han realizado estudios sobre fertilización in Vitro,
además existen algunas instituciones no educativas propiamente dichas como
lo son CETELCA y CGR que también hacen investigaciones sobre esto. En el
año 2005 la Universidad de Cundinamarca realizo un trabajo denominado
“efecto

de la utilización de medios sintéticos o definidos en la maduración y

fecundación de ovocitos bovinos in Vitro”. En esta investigación se evaluaron
algunos medios sintéticos o definidos. Para este experimento se usaron oocitos
de ovarios de vacas como en los anteriores proyectos. Una vez tomados los
oocitos se distribuyeron aleatoreamente en 4 tratamientos de maduración los
cuales fueron T1( SOF, EGF 50 ng/ml), T2( SOF, FSH 0,1 UI/ml, LH 0,1 UI/ml,
Surfactant 1 /ml), T3 (SOF, EGF 50 ng/ml y Surfactant 1 /ml), T4( (control)
TCM-199, Suero Fetal Bovino (SFB) 10%, EGF 50 ng/ml). Lo que buscaba este
trabajo de investigación

era saber el número de cigotos clivados por

tratamiento y los resultados que obtuvieron fueron los siguientes: el porcentaje
de cigotos clivados por tratamiento fue: 55.75% para el T1, 50,75% para el T2,
58.75% para el T3, 58.75% y para el grupo control fue de 64%. Los resultados
del presente estudio demostraron que los ovocitos bovinos pueden ser
madurados,

sin

perder

su

capacidad

de

desarrollo

en

condiciones
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completamente definidas, debido a que no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos.

4. MATERIALES Y MÉTODOS.
4.1. MARCO GEOGRÁFICO
El presente trabajo se desarrolló en Bogotá Colombia a una altitud de 2640
msnm y a una temperatura promedio de 13.2 ºC. La obtención de los ovarios
se realizó en el frigomatadero San Martín de Porres localizado en la Carrera
83 No. 17-51. Posteriormente, se trasladaron a la Universidad de la Salle (Sede
Floresta) ubicada en la Cra. 7ª No. 172-85 en dicha ciudad; en donde se
realizaron los diferentes

procedimientos de maduración, fertilización y

producción de embriones hasta el estadio de morula en el laboratorio de
inmunogenética.

4.2. MARCO DEMOGRÁFICO.
Los ovarios se obtuvieron

de vacas de abasto público provenientes del

frigorífico San Martín, estas vacas se encontraban en diferentes estados
reproductivos y en una condición corporal entre 3 o 4.
Se realizaron

10 colectas los días lunes de cada semana, obteniendo un

promedio de 40 ovarios por colecta, Para un total de 400 ovarios en este
estudio. Los ovarios obtenidos del frigomatadero eran depositados en frascos
pirex tapa azul en una solución de cloruro de sodio al 0.9% a una temperatura
de 37 grados centígrados.

4.3. MEDIOS.
Toda manipulación de los medios se efectuaron bajo las condiciones de
esterilidad, lo que implicaba que la preparación y filtrado de los medios, sueros
y otros sustancias, se realizaran dentro de la cabina de flujo laminar. Todos los
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medios utilizados en este trabajo fueron almacenados en un ultracongelador el
cual se encontraba a -70ºC.

4.3.1. Suplementos.
Como suplementos de los diferentes medio de maduración se tomaron los
sueros (suero de vaca en estro SVE, suero de yegua en estro SYE, suero de
neonato precalostral SNP) los cuales fueron obtenidos en fincas de la sabana
de Bogota, el suero fetal bovino fue de la marca Gibco®. Tanto el SVE, SYE,
SNB se obtuvieron de sangre completa proveniente de la vena yugular de
cada especie. el SVE se obtuvo de vacas que habían presentado signos de
celo, el SYE se tomo de yeguas que presentaban signos de celo como el
guiño vulvar, por ultimo el

SNP se obtuvo

de terneros o terneras recién

nacidas que no se dejaron tomar calostro . Los vacutainers

tapa roja que

utilizamos para el sangrado de los animales se mantuvieron a 4ºC en una
inclinación de 45 grados y llevados al laboratorio de inmunogenetica en el
menor tiempo posible para la obtención de los sueros.
Todos estos sueros fueron inactivados por calor al baño María a 56 ºC durante
media hora. Este procedimiento tenia como objeto inactivar ciertas proteínas
del complemento que tienen efectos negativos en los sistemas de cultivo in
Vitro. Una vez tomados los sueros, e inactivados se almacenaron en viales de
1.5 ml.
Se obtuvieron en promedio unos 10 ml de cada suero lo cual era suficiente, ya
que las cantidades utilizadas en fertilización in Vitro son mínimas.

4.3.2. Medio de Transporte.
El medio de transporte que se utilizo fue solución salina al 0.9% estéril a una
temperatura de 37 grados centígrados. Durante todas las colectas nunca se

45

utilizaron antibióticos en este medio ya que el antibiótico se proporciono
durante la maduración de los oocitos.

4.3.3. Medio de TL-Lavado.
Para el lavado de los oocitos se empleo un medio de lavado que fue fabricado
por nosotros en el laboratorio de bioquímica. Este medio contenía los
siguientes reactivos.
Tabla 3. Compocision del medio de lavado de oocitos.

REACTIVOS

TL-lavado

NaCl

114 mM

KCl

3,2 mM

MgCl2 2 H2O

0,5 mM

NaH2 PO4

0,4 mM

NaHCO3

20 mM

CaCL2 2 H6O

2 mM

Acido Lactico

10 mM

Rojo Fenol

1 microgramo/ml

HEPES

10 mM

pH

7,4

Osmolaridad

255-265

4.3.4. Medio de Maduración 68 .
El medio de maduración de oocitos estaba compuesto por: MEM (9 ml), SFBSYE-SNP-SVE(1ml), FSH(10µl), LH(100µl), PIRUVATO(20µl), GENTAMICINA
(10 µl), 17 β ESTRADIOL(10 µl) 69 . En este medio los oocitos permanecen 24
horas con el fin de madurarlos
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Tabla 4. Fabricación del medio MEM 70
MEDIO MEM

Para 50 ml de medio MEM

480 mg

MEM

Disolver en 50
ml de agua

110 mg

NaHCO3

El medio MEM

destilada estéril

es una mezcla de sales enriquecida con aminoácidos,

vitaminas y otros componentes esenciales para el crecimiento celular que
ayuda a mantener y nutrir los ovocitos durante la manipulación de estos. Este
medio tiene las siguientes características 71 .
4.3.5. Medio TL-Fecundación 72 .
Este medio fue

utilizado para la fabricación de los medios de lavado

prefecundación y de fecundación. Este medio esta compuesto por:
Tabla 5. Composición del medio TL-Fecundación 73
REACTIVOS

TL-Fecundación

NaCl

114 mM

KCl

3,2 mM

MgCl2 2 H2O

0,5 mM

NaH2 PO4

0,4 mM

NaHCO3

25 mM

CaCL2 2 H6O

2 mM

Acido Lactico

10 mM

Rojo Fenol

1 microgramo/ml

HEPES

5 mM

pH

7,4

Osmolaridad

280-300
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4.3.6. Medio Lavado Prefecundación 74
El medio de lavado prefecundación esta compuesto por TL-Fecundación
(10 ml), Piruvato (20 µl), Gentamicina (10 µl), BSA (30 mgr). Este medio fue
utilizado para lavar los oocitos que fueron madurados 24 horas antes. Se hace
este lavado con el fin de retirar algo de células de la granulosa y algunas
impurezas o detritos celulares que hubiesen podido quedar en el medio de
maduración.
Tabla 6. Compocision del piruvato 75

PIRUVATO

Acido Piruvico

11mg

sln Salina 0,9%

1 ml

4.3.7. Medio de Fecundación 76 .
Este medio esta compuesto por TL-Fecundación 10 ml, Piruvato (20 µl),
Gentamicina (10 µl), BSA (60 mgr). Este medio una vez fabricado se utilizaba
para preparar las microgotas de fecundación, cada microgota estaba
compuesta por: Medio de fecundación (41 µl), Heparina (5 µl), Epinefrina (0.5
µl), Esperma (2 µl).
4.3.8. Medio de Lavado de Embriones 77 .
Los embriones obtenidos después de las 24 horas de fecundación fueron
lavados por PBS Y SFB en las siguientes proporciones: 1 litro de PBS y 5 ML
de SFB.
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Tabla 7. Compocision del PBS
PBS

CANTIDAD SUFICIENTE PARA 10 LITROS

1,21g

MgSO4 7H2

Disolver en 2
litros de agua

CaCl2 2 H2O

1,32 g

NaCl

80,0 g

KCl

2,0 g

NaH2 HPO4

11,5 g

KH2 PO4

2,0 g

GLUCOSA

10,0 g

PIRUVATO DE SODIO

0,36 g

SULFATO DE ESTREPTOMICINA

0,50 g

PENICILINA G SODICA

1,000,000 UI

Ph

7,2-7,6

Osmolaridad

270-310

destilada estéril.

Disolver en 8
litros de agua
destilada estéril

4.3.9. Medio de Maduración de Embriones 78 .
Los embriones lavados fueron depositados en microgotas para continuar la
maduración. Cada microgota tenía 50µl de este

medio el cual estaba

compuesto por 10 ml de PBS, 1 ml de SFB.

4.3.10. Medio de Capacitación Espermática.
Para la capacitación espermática se utilizo el medio TALP y heparina sodica a
la concentración de 10 mg/ml 79 .
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Tabla 8. Componentes del medio TALP 80

COMPONENTES TALP

GRAMOS/LITRO

CLORURO DE SODIO

6,7

CLORURO DE POTASIO

0,24

CLORURO DE MAGNESICO 6
HIDRATADO

0,1017

FOSFATO DISODICO

0,0408

ROJO FENOL

0,0053

PENICILINA G

0,065

LACTATO SODICO

1,868

GENTAMICINA

0,44

HEPES

2,117

4.4. MÉTODOS.
Antes de realizar cualquier colecta se elaboraron

todos los medios

anteriormente enunciados,.El semen utilizado en este trabajo fue de un Torete
de la Universidad de la Salle que presento durante su examen microscópico
una buena motilidad en masa e individual. El semen fue diluido en leche
descremada y yema de huevo y empacado en pajillas de 0.5 ml a una
concentración de 24´000.000 y congeladas.
La colecta de ovarios se efectuó en horas de la noche .Se realizaron 10
colectas de las cuales las 6 primeras fueron de aprendizaje en manejo de
equipos de laboratorio, pruebas de esterilidad, la manipulación de ovarios,
mantenimiento de temperatura, manejo de pipetas para manipulación de
oocitos, fabricación de microgotas para maduración, aspiración de folículos,
maduración y fertilización oocitaria y desarrollo embrionario,

80
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Todas las colectas se llevaron acabo de la siguiente manera: los ovarios
obtenidos se depositaban en un frasco pirex tapa azul de 500 ml con solución
salina al 0.9% estéril a una temperatura de 37 grados centígrados. Una vez
colectados se transportaron al laboratorio de inmunogenetica en una cava de
icopor en la cual se encontraba una bolsa térmica que estaba conectada a un
alimentador de corriente. Esta bolsa térmica nos garantizaba una temperatura
estable y constante hasta el lugar de trabajo.
Una vez llegaban al laboratorio los ovarios eran lavados nuevamente con una
solución de cloruro de sodio al 0.9%, con el fin de retirar la sangre que estos
habían liberando durante el trasporte.
Posteriormente se pasaron a lavar los ovarios de la siguiente manera: se hacia
un lavado con solución salina al 0.9 % mas hipoclorito al 1 % durante 5
minutos con el fin de desinfectar en un gran porcentaje el epitelio externo del
ovario, pasados los 5 minutos el ovario desinfectado pasaba por una solución
de solo cloruro de sodio al 0.9 % durante el mismo tiempo que el primer lavado
para retirar los resto de hipoclorito. Estos dos lavados se encontraban a una
temperatura de 37 grados centígrados.
Una vez terminado el ultimo lavado de los ovarios se procedió a tomarlos con
una pinza con garra estéril y llevarlos al la cabina de flujo laminar para su
posterior aspiración de los folículos. El ovario que se iba a aspirar era sujetado
por una gasa estéril. La aspiración de los folículos se realizo por medio de una
jeringa de 10 ml con una aguja de calibre 18 G.
El líquido folicular obtenido era depositado en una caja de petri y observado en
un esteriomicroscopio a

un aumento 40x con el fin de ir recuperando los

oocitos. Los oocitos que eran recuperados deberían cumplir las siguientes
características:
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•

No importaba la cantidad de células de la granulosa.

•

El ooplasma debería estar llenándose completamente

•

Deberían tener una zona pelúcida en excelente estado y conformación,
es decir no podían presentar rupturas ni laceraciones.

•

aquellos oocitos que presentaban citoplasma retraído, vacuolización o
zona pelucida rota no eran consideramos óptimos para maduración.

•

Las células del cúmulo tenían que estar uniformes y conpactas, y por el
contrario no deberían estar expandidas ni dispersas.

Al hacer la clasificación de los oocitos estos fueron lavados 2 veces durante 5
minutos con el medio de lavado de oocitos descrito anteriormente. Una vez
lavados fueron

depositados en los diferentes medios de maduración y

trasladados a la incubadora para realizar el cultivo de estos. La incubadora
durante toda la realización del proyecto estuvo en los siguientes parámetros:
39ºC de temperatura, 5% de CO2 y 95% de humedad en el aire.
Las microgotas que se realizaron tanto para maduración, y desarrollo
embrionario se realizaron con tres horas de anticipación las cuales deberían
permanecer por este tiempo en la incubadora con el fin de que pudieran
saturarse de CO2 al 5% , tomaran una temperatura de 39 ºC de esta forma
proporcionar un mejor ambiente para el cultivo celular.
Las microgotas se realizaron de la siguiente manera:
•

Realización de división de la caja por medio de un marcador en la superficie
externa. Realizando cuatro cuadrantes en los cuales se depositaban de a
tres microgotas en cada uno de ellos.

•

Se depositaban primero 10 µl en cada una de las microgotas.

•

Las microgotas elaboradas eran cubiertas por 10 ml de aceite mineral que
con anterioridad debería estar descarboxilado con una solución de cloruro
de sodio al 0.9% (350 ml de aceite por 150 ml de NaCl).
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•

Una vez el aceite cubría la totalidad de las primeras microgotas se
depositaban 40 µl adicionales a cada una de ellas, teniendo como resultado
final microgotas de 50 µl.

Se depositaron 9 oocitos por microgota es decir que por caja petri habían 108
oocitos para madurar. Estos oocitos permanecieron durante 24 horas en la
incubadota de CO2 81 . Cada suero se probó con esta cantidad de oocitos.
Para poder llevar un control de los oocitos madurados y fertilizados realizamos
una plantilla de conteo (ver anexos).
En resumen hasta este momento lo que se realizo se explica en la siguiente
figura.
Figura 2. Proceso de colecta y maduración de oocitos bovinos.

Hembra donante de ovarios
u oocitos.

Puncion de los foliculos y
aspiracion de los oocitos.

Busqueda y seleccion
de los oocitos.
Incubadora

Colocacion de los oocitos
En la caja de cultivo.
Maduracion de oocitos.

Fuente: Ferreira, Vásquez (2007).
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Los oocitos que presentaban una buena zona pelucida, separación de las
células de la granulosa entre ellas, núcleo compacto y sin picnosis eran
clasificados como aptos para fertilización.
Una vez obtenidos los oocitos maduros eran lavados dos veces por el medio de
lavado prefecundación. Lavados los oocitos, fueron pasados a las microgotas
de fecundación que con anterioridad deberían estar hechas e incubadas. Las
microgotas de fecundación tenían el mismo fundamento que las de maduración
y desarrollo embrionario, pero se diferenciaban en que primero depositábamos
10µl de medio de fecundación por gota. Posteriormente se cubrían con el
aceite y finalmente en cada microgota depositábamos 31µl

de medio

fecundación, 5µl Heparina, 0.5µl Epinefrina, y 2µl de Esperma capacitada.
En cada microgota de fertilización se pasaron 9 oocitos maduros listos para
fertilizar, esto no quiere decir que todos los oocitos que se pasaron a madurar
se fertilizaban, en algunas oportunidades quedaron microgotas sin oocitos ya
que el numero había disminuido después de la maduración. Los oocitos que se
fueron a fertilizar eran dejados en incubación por 18 hrs 82 .
El semen utilizado para fertilizar los oocitos se capacito por el método de “swin
up” utilizando TALP+Heparina (10 mg/ml) 83 .
Posteriormente se descongelo una pajilla por un

minuto a 37

o

C. Se

Preparararon 10 tubos en los cuales se deposito una alícuota de semen en
cada uno de los viales. luego se le agrego 1000 µl de TALP a cada uno de los
viales quedando de esta forma un anillo entre el semen y el medio de
capacitación . Se dejaron los viales destapados por una hora en la incubadora
a 39°C y 5% de CO2. Los tubos se retiraron de la incubadora y se recogió el
sobrenadante de cada uno en un solo tubo. Posteriormente se Centrifugo por 5

82

OLIVERA, A MARTHA. De la Fertilización in-vitro al transplante de embriones ‘Manual de
laboratorio’ Universidad de Antioquia Colombia, Facultad de Medicina, editorial Copiyepes 1994.
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minutos a 700 g, y se removió el sobrenadante quedando solo el pellet que fue
disuelto con 50 microlitos de TALP siendo este producto final el que se utilizo
para la fertilización de los oocitos madurados 84 .
Una vez pasadas las 18 horas de fecundación se realizaron dos lavados con el
medio de lavado de embriones. Posteriormente se depositaron en las
microgotas de maduración de embriones cambiando este medio cada 48 horas.
El conteo de la obtención de embriones se realizó al 6 día pos fecundación en
el cual se observaba cuantos embriones habían en los diferentes estadios
embrionarios.
El siguiente gráfico resume todo el procedimiento de fertilización oocitaria y
maduración embrionaria.
Figura 3. Proceso de capacitación, fertilización y maduración de embriones.

Pajilla con semen

Embriones

Mejoramiento y capacitacion del semen
para la fecundacion

Incubadora

Fecundacion durante
18 horas.

Embriones de 4-5 dias post-fertilizacion

Fuente. Ferreira, Vásquez (2007)
84
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Tanto para maduración y fertilización in Vitro se utilizo el método estadístico
chi2

siendo este tipo de análisis eficiente para demostrar cual de los 4 sueros

que fueron probados era el mejor en los diferentes procesos in Vitro.

4.5. MATERIALES.
•

Ovarios de vaca, procedentes de frigomatadero.

•

Laboratorio de genética y biotecnología.

•

Vaso de precipitado x 200cc.

•

Tubos de ensayo.

•

Filtros de 22 micras.

•

Filtro metálico para esterilizar medio.

•

Membrana de 20 micras para filtro metálico.

•

Pinzas para depositar membrana de 20 micras.

•

Aceite mineral.

•

Solución fisiológica NaCl (0.9%).

•

Jeringas de 5 ml y agujas de 18 x 11/2.

•

Vacutainers.

•

Camisa para vacutainer.

•

Equipo de disección.

•

Placas de Petri de 100 mm y Placas de Petri de 35 mm.

•

Guantes quirúrgicos estériles.

•

Termómetro.

•

Tubos ependorf de 1.5, 15, 50 ml.

•

Envases de mantenimiento para medios.

•

Cinta de enmascarar.

•

Batas de laboratorio.

•

Tapa bocas.

•

Gorros.

•

Polainas.
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•

Cronometro.

•

Papel toalla.

•

Extran.

•

Hipoclorito.

•

Agua destilada.

•

Papel aluminio.

•

Algodón laminado.

•

Gasas.

•

Papel para esterilizar.

•

Marcador de esterilización.

•

Marcador indeleble.

•

Estereoscopio.

•

Microscopio invertido.

•

Incubadora para oocitos.

•

Pipeta de CO2.

•

Refrigerador.

•

Ultracongelador (revco).

•

Medios de cultivo para madurar oocitos.

•

sueros (suero fetal bovino, suero de yegua en estro, suero de neonato
precalostral, suero de vaca en estro).

•

Medio de lavado de oocitos.

•

Medio de lavado prefecundación.

•

Medio de fecundación.

•

Medio PBS.

•

Medio de lavado de embriones.

•

Medio de maduración de embriones.

•

Piruvato.

•

Heparina.

•

Hormonas FSH, LH, 17 β estardiol.

•

PHE (penicillamine, hypotaurina, epinefrina).

•

Nevera portátil de polietileno.
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•

Bolsa térmica eléctrica.

•

Medio nutritivo MEM.

•

Medio talp.

•

Autoclave.

•

Balanza de precisión.

•

Ph-metro y osmometro.

•

Cabina de flujo laminar.

•

Incubadora de CO2.

•

Hojas de papel.

•

Pipetas de precisión.

•

Puntas amarillas.

•

Puntas azules.

•

Frasco de boca ancha para colecta de ovarios.

•

Beakers.

•

Vagina artificial.

•

Diluyentes para semen.

•

Nitrógeno.

•

Pajillas de 0.5.

•

Polivinilpirrolidona.

•

Albúmina serica bovina.

•

Semen congelado.

•

Peinetas para empacar pajillas.

•

Empacador de pajillas.

•

Tanque de almacenamiento para pajillas.

•

Termo para descongelar pajillas.

•

Corta pajillas.

Todos los materiales empleados se esterilizaron mediante autoclave a 120 ºC
y a 1 atmósfera de presión durante 15 minutos. Para preparar los medios y
lavado del material se empleo agua destilada y deshioniozada.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
Los eventos ocurridos durante la maduración de los oocitos influyen
significativamente en su capacidad de fertilizar y desarrollar a embriones
transferibles o congelables. El sistema de cultivo debe imitar el final de los
eventos de la ovogénesis que ocurre durante el período periovulatorio. La
maduración in vitro de la totalidad de los oocitos en diferentes medios de cultivo
aún no ha sido posible, sin embargo existe una alta correlación entre la calidad
del oocito y la habilidad en la maduración de su núcleo, así como de la
distribución de sus organelas en el citoplasma. Además de la integridad del
oocito, resulta de gran importancia la presencia de las células de cúmulos, las
cuales establecen una verdadera cooperación metabólica posibilitando el
pasaje de nutrientes hacia el oocito 85 .

5.1. MADURACIÓN DE OOCITOS.
Realizando el análisis estadístico se comprobó que existe diferencia
significativa entre los diferentes sueros debido a que la prueba estadística Chi
cuadrado dio como resultado 0.0255 siendo P<0.05
Tabla 9. Número de oocitos a madurar y sus respectivos porcentajes.
MADURACION DE OOCITOS
OOCITOS
SUERO

OOCITOS PARA

MADUROS Y

MADURAR

LISTOS PARA

% DE OOCITOS MADUROS

% DE OOCITOS NO
MADUROS

FERTLIZAR
SFB

108

80

74,1

25,9

SYE

108

96

88,9

11,1

SNP

108

89

82,4

17,6

SVE

108

82

75,9

24,1

TOTAL

432

347

80,3

19,7

85
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mediante la utilización de3-(4-5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide Uruguay Montevideo www.smvu.com.uy Año LXIV Vol. 39 N° 154 Enero - Marzo de 2004.
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En la tabla anterior, se observa que los porcentajes de maduración de oocitos
son mucho mayores en el suero de yegua en estro (SYE) con el 88,9% seguido
del suero de neonato precalostral (SNP) con el 82,4%, luego por el suero de
vaca en estro (SVE) con el 75,9% y por ultimo el suero fetal bovino (SFB) con
el 74,1% el cual presento el porcentaje mas bajo de maduración oocitaria. Sin
embargo realizando análisis estadístico entre los diferentes sueros se
observaron los siguientes resultados entre:
El SFB y EL SYE (CHI

2

= 0.0055) existió diferencia muy significativa siendo el

SYE mejor para madurar que el SFB.
2

El SNP y SVE (CHI

= 0.2033) encontramos que no existió diferencia

sigficativa entre estos dos sueros lo que nos indica que son sueros muy
similares para maduración y que no existe diferencia entre ellos.
El SFB y SVE (CHI

2

= 0.0457) existió diferencia significativa, siendo mejor

SVE para madurar que el SFB.
El SFB y SNP (CHI

2

= 0.0850) encontramos que no existió diferencia

significativa entre estos dos sueros siendo los sueros mas regulares para
maduración de oocitos.
El SYE y SNP (CHI

2

= 0.0212) existió diferencia significativa. Siendo el SYE

mejor para maduración.
El SYE y SVE (CHI 2 = 0.01) existió diferencia muy significativa. Siendo el SYE
mejor para maduración.
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Gráfica 1: numero de oocitos aptos para madurar Vs oocitos aptos para fertilizar.

Gráfica 2. Porcentaje de oocitos maduros Vs. Porcentaje de oocitos no maduros.

Con lo anteriormente mencionado se puede afirmar que el mejor suero para
maduración de oocitos para este estudio fue el SYE, que no hubo diferencia
entre el SNP y SVE y que el peor suero para maduración fue SFB.
Como se constató, de los cuatro sueros analizados (SFB – SNP – SVE – SYE).
El suero que obtuvo mejores resultados en la parte de maduración oocitaria fue
el SYE, en donde también se observó con gran evidencia una característica
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muy particular con respecto a los demás sueros analizados la cual fue la
morfología que presentaron los oocitos al desarrollarse completamente hasta el
estadio de metafase II (ver figura 4).
Figura 4. Oocito madurado con SYE.

Fuente: Ferreira, Vásquez (2007)

Esto puede estar atribuido a que el estro de la yegua es de 5 – 7 días y
presenta una oleada de LH muy prolongada con niveles que aumentan
gradualmente durante todo el estro hasta alcanzar niveles máximos un día
después de la ovulación. Además, el patrón de LH plasmática de la yegua
difiere al de otras especies por la persistencia en una vida media mas
prolongada 86 , en este estudio se tomó suero en el momento en que la yegua
presentaba signos de celo y guiño vulvar y en la practica este es un momento
ideal para que las yeguas puedan recibir al garañón y de esta forma puedan
quedar en preñez por los grandes niveles hormonales que se presentan en ese
momento. Seria de gran ayuda e importancia saber en realidad cuales son
todos los componentes que contiene este suero para futuros proyectos de
maduración oocitaria con el fin de estandarizar si en realidad funciona

y

puedan aportar un incremento en las tasas de MIV y FIV.
El (SNP) fue escogido para este estudio por su similitud con el suero fetal
bovino ya se a utilizado en algunas investigaciones de MIV y FIV. Con el SNP
obtuvimos en maduración oocitaria el 82,4% siendo un valor bastante cercano
86

HAFEZ E , HAFEZ B, reproducción e inseminación artificial en animales, séptima edición, México,
Pág. 204-205
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al del SYE pero estadísticamente inferior. En el ejercicio de observación se
encontró una morfología de los oocitos regular comparado con el SYE (ver
figura 5), este suero fue el que obtuvo el segundo mayor porcentaje de
maduración pero esto no significa que fue el mejor para maduración ya que se
pudo evidenciar oocitos con zona pelúcida regular, contorno nuclear no
homogéneo y bastante picnótico pero con presencia del primer cuerpo polar. si
nos referimos mas adelante se demostrara que este fue el que obtuvo el
porcentaje mas bajo de fecundación. Es de importancia determinar que la falta
de información sobre este suero y de resultados en cultivos celulares fue una
limitación para poder indagar mas sobre este suero y es un punto de partida
para futuros estudios o investigaciones. Se cree que los pobres porcentajes
obtenidos

se pueden deber a bajas concentraciones de factores de

crecimiento embrionario y a la presencia del factor de necrosis tumoral a (TNF,
tumor necrosis factor) 87 presente en los neonatos.
Figura 5. Oocito madurado con SNP.

Fuente: Ferreira, Vásquez (2007).

Posteriormente, se encontró que para la maduración oocitaria, el suero de vaca
en estro (SVE) y el suero fetal bovino (SFB) presentaron porcentajes muy
similares siendo mejor estadísticamente el SVE.

87

BETTS DH, WA KING. Genetic regulation of embryos death and senescence. Theriogenology 55,171191. 2001.
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En varios estudios se ha comprobado que el SVE ha servido al igual que el
SFB para la maduración oocitaria, pero el único inconveniente que tiene es que
su composición hormonal como de factores de crecimiento se ve afectada por
la variabilidad de presentaciones de celos en las diferentes vacas. Desde 1989
se habla que este suero tiene bastantes variaciones debido a las fluctuaciones
endocrinas que se producen en este periodo del ciclo estral, modificándose las
concentraciones de sustancias que son transferidas al oocito, como lo es la
mayor

concentración de LH 88 . Trabajos realizados

indican que el suero

recogido tras los primeros síntomas del estro, posee unas propiedades
superiores, para la maduración y fecundación in Vitro que el suero recogido en
las etapas terminales del mismo. Otros autores reportan que el suero recogido
a las 8 horas del inicio de los síntomas sicosomáticos del estro es el que
contribuye a que los oocitos maduren en mayor número. Ciertos autores
sostienen que el SVE no mejora sustancialmente la tasa de maduración in Vitro
siendo consecuentes con este trabajo. A continuación se demuestra la pobre
maduración que tuvieron los oocitos con este suero (ver figura 6).
Figura 6. Oocito madurado con SVE.

Fuente. Ferreira, Vásquez (2007).

En la figura anterior se observa un oocito con una zona pelucida irregular, la
arquitectura del mismo es semiovalada con lo cual no es lo esperado para una
posterior fertilización,

también se observa áreas picnóticas alrededor del

núcleo.
88

SAMBUISSHO. A y THRELFALL W.R. The effect of estrous cow serum on the maturation and
fertilization of bovine follicular oocyte in vitro theriogenology 31:693-699 1989.
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Por ultimo encontramos que el SFB fue el suero mas deficiente para la
maduración de oocitos como se ha demostrado en varias trabajos pero siendo
el que mejor porcentajes arroja durante la FIV 89 esto puede estar relacionado
con el momento de la toma de suero ya que el suero con el que se trabaja en
MIV puede ser de cualquier tercio de gestación ocasionando que durante cada
uno de ellos las concentraciones sericas de factores de crecimiento y proteínas
sean diferentes 90 .
Figura 7. Oocito madurado con SFB.

Fuente. Ferreira, Vásquez (2007).

En la figura anterior observamos un oocito con una zona pelucida uniforme, con
núcleo homogéneo y compacto y con células de la granulosa desagrupándose
estando óptimo para el proceso de fertilización.
Es de importancia enunciar que cada uno de los sueros que se utilizaron en
este trabajo contienen algunos factores como lo son el factor transformante de
crecimiento

(TGF, transforming growth factor) 91 y el factor de crecimiento

similar a insulina 1 (IGF1, insulin-like growth factor)

los cuales reducen la

89

MUCCI N, ALLER J F, KAISER G G, HOZBOR F, ALBERIO R H Producción in vitro de
embriones bovinos: suplementación de los medios de cultivo con suero Arch. med. vet., 2006, vol.38,
no.2, p.97-104.
90
LORENZO G. PEDRO. Maduración in vitro de oocitos del Ganado vacuno. Universidad Complutense.
Madrid España 1992 pag 18.
91
BRISON DR, RM SHULTZ.. Apoptosis during mouse blastocysts formation: evidence for a role for
survival factors including TGF-α. Biol Reprod 56,1088-1096 1997.
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incidencia de apoptosis y aumentan el número de células embrionarias 92 ,
mientras que el factor de necrosis tumoral (TNF, tumor necrosis factor) induce
apoptosis y fragmentación de ácidos nucleicos 93 .
Algunos autores reportan que la utilización de suero en los medios de cultivo
podría introducir cantidades variables de estos factores con efectos positivos y
negativos sobre el desarrollo embrionario 94 . Todos estos elementos que están
presentes en el suero de las diferentes especies podrían explicar la falta de
consistencia en los resultados que obtuvimos en este trabajo, es por esta razón
que varias investigaciones afirman que el efecto embriotrófico del suero es
complejo y que son necesarios más experimentos para clarificar los
componentes específicos que lo producen 95 .
Por otro lado, los constituyentes de cada suero utilizado en este trabajo son
difíciles de identificar ya que no se realizaron perfiles bioquímicos a ninguno de
estos, lo que hubiese podido ayudar a comparar cada suero por su
composición. Esta limitación

puede llegar a ser un objeto de estudio para

futuros trabajos e investigaciones. En este caso la comparación que se logro
hacer en este trabajo fue la de determinar cual de los sueros hacia madurar
mayor porcentaje de oocitos. Se ha comprobado por diferentes estudios, que
la composición de los diferentes sueros se debe a la cantidad de proteínas y
factores de crecimiento presentes, siendo estos parámetros una dificultad para
encontrar los aportes nutritivos en los diferentes sueros en

la maduración

oocitaria, y desarrollo embrionario. Se sabe que los sueros al

metabolizarse

pueden

producir amoníaco, y de esta forma entorpecer el desarrollo

embrionario afectando la producción total de embriones 96 .
92

MAKAREVICH AV, M MARKKULA.. Apoptosis and cell proliferation potential of bovine embryos
stimulated with insulin-like growth factor 1 during in vitro maturation and culture. Biol Reprod 66:386392. 2002.
93
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5.2. FERTILIZACION DE OOCITOS.
Realizando el análisis estadístico se evidencio que hay diferencia significativa
entre los diferentes sueros durante el proceso de fertilización debido a que la
prueba estadística Chi cuadrado dio como resultado 0.0120. Al igual que en el
proceso de maduración se realizo análisis estadístico entre los diferentes
sueros para comprobar cual de todos los sueros fue el mejor para fertilización
obteniendo los siguientes resultados entre:
El SFB y EL SYE (CHI

2

= 0.0174) existió diferencia significativa siendo el SFB

mejor para fertilización que el SYE siendo este resultado inverso al obtenido en
el proceso de maduración.
2

El SNP y SVE (CHI

= 0.0214) existió diferencia significativa siendo el SVE

mejor que SNP. Siendo el SNP el peor en este proceso.
2

El SFB y SVE (CHI

= 0.0174) existió diferencia significativa, siendo mejor

SFB para fertilizar que el SFB y obteniendo un resultado inverso al que se
obtuvo para maduración.
El SFB y SNP (CHI 2 = 0.0009) estos dos sueros fueron los que obtuvieron una
diferencia altamente significativa siendo el SFB mejor que el SNP volviendo a
ser este el peor para fertilización.
El SYE y SNP (CHI

2

= 0.0213) existió diferencia significativa. Siendo el SYE

mejor para fertilización que el SNP.
El SYE y SVE (CHI

2

= 0.932) no existió diferencia significativa. Siendo el SYE

y el SVE estadísticamente iguales para fertilización de oocitos

67

5.2.1 Maduración de Oocitos vs. Fertilización de Oocitos
De la totalidad de oocitos colectados por cada suero, se observa en la siguiente
tabla la cantidad de oocitos madurados y fertilizados.
Tabla 10. Maduración de oocitos Vs. Fertilización.

SUERO

OOCITOS

OOCITOS QUE NO

TOTAL DE OOCITOS NO

TOTAL DE

MADUROS Y

FERTLIZARON

MADURADOS Y NO

OOCITOS

OOCITOS

LISTOS PARA

DESPUES DE

FERTILIZADOS DURANTE MIV

FERTILIZADOS

FERTLIZAR

MADURADOS

Y FIV

SFB

108

80

57

85

23

SYE

108

96

78

90

18

SNP

108

89

81

100

8

SVE

108

82

67

93

15

Gráfica 3. Maduración oocitos Vs. Fertilización de oocitos.
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La Grafica 3 demuestra el número total de oocitos colectados para cada suero,
cuantos de estos oocitos maduraron y se fertilizaron.
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5.2.2 Oocitos a Madurar vs. Fertilización – Clivaje.
Tabla 11. Maduración, fertilización y clivajes.
MADURACION Y FERTILIZACION OOCITARIA
OOCITOS

TOTAL DE OOCITOS NO

OOCITOS

PARA

MADURADOS Y NO

FERTI‐

MADURAR

FERTILIZADOS

LIZADOS

SFB

108

85

SYE

108

SNP

CLIVAJE 2

CLIVAJE 4

CLIVAJE 8

CLIVAJE 16

CLIVAJE 32

BLASTO‐

CELULAS

CELULAS

CELULAS

CELULAS

CELULAS

CISTOS

23

10

5

4

3

1

0

90

18

8

5

3

2

0

0

108

100

8

4

4

0

0

0

0

SVE

108

93

15

8

3

2

1

1

0

TOTAL

432

368

49

30

17

9

6

2

0

SUERO

Gráfica 4. Maduracion de oocitos y oocitos fertilizados.
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Gráfica 5. Oocitos fertilizados y clivajes.
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Las Graficas 4 y 5 hacen referencia a los oocitos no madurados, oocitos
fertilizados y a los posteriores clivajes embrionarios que se obtuvieron durante
el proceso de MIV – FIV.

5.2.3 Porcentaje de Fertilización.
Tabla 12. Porcentaje de oocitos fecundados.

OOCITOS

OOCITOS

FERTILIZADOS

TOTALES

SFB

23

108

21,30

SYE

18

108

16,7

SNP

8

108

7,4

SVE

15

108

13,9

TOTAL

64

432

14,81

SUERO

% DE FERTILIZACION

70

Gráfica 6. Porcentajes de fertilización.
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El mejor suero para desarrollo embrionario en cuanto a los resultados
obtenidos durante la FIV fue el SFB el cual tubo una tasa de fertilización del
21.3 % este valor

nos indica que tuvo mas porcentaje de fertilidad en

comparación con los demás sueros teniendo en cuenta que fue el suero que
tuvo menor porcentaje de maduración. Se reporta en trabajos que el SFB
potencializa la fertilización y el paso por los diferentes clivajes, además de esto
existe un fenómeno que se presenta durante la penetración del espermatozoide
por la zona pelucida el cual algunos autores han denominado el endurecimiento
espontáneo de la zona pelucida, siendo un factor de perdidas importantes en la
FIV .Es por esto que en algunos trabajos sugieren la importancia de incluir
durante su protocolos de MIV el SFB ya que observaron que la presencia de
este suero previene este fenómeno y aumenta la incidencia de la penetración
espermática 97 . Quizás este fenómeno esta dado a que el SFB

tiene una

glicoproteina denominada la fetuina la cual previene el endurecimiento de la
zona pelucida de los oocitos en el proceso de MIV. En año 1993 se comprobó
que el no suplementar con SFB los medio de MIV producían un endurecimeto 4

97

SCHROEDER, A.C. y J.J. EPIGG. – Capacity of mouse oocytes from preantralfollicles to undergo
embryogenesis and development to live young after growth, maduration, and fertilization in vitro.
Symposium on fertilization in Mammals 43, Boston 1990.
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veces mayor que los medios a los cuales se les adicionaba SFB disminuyendo
la penetración espermática del oocito 98 .
Figura 8. Embrión terminando tercer clivaje y
comenzando cuarto clivaje madurado con SFB.

Fuente. Ferreira, Vásquez (2007).

El suero que le sigue a este es el SYE el cual obtuvo el 16.7% de fertilización,
siendo este el primero en maduración oocitaria , comparando este suero con el
anterior se puede afirmar que no todos los sueros que son buenos para
madurar ayudan en la fertilización de oocito y viceversa. Con este suero como
lo se anuncio anteriormente en maduración la presentación de embriones y de
sus clivajes fueron bastante definidos.
Figura 9. Embrión con clivaje de 4 células, madurado con SYE.

98

EPPIG JJ, PETERS AH, TEFLER EE, WIGGLESWORTH K Production of cumulus expansion
enabling factor by mouse oocytes grown in vitro: Preliminary characterization of the factor. Mol Repro
Devel, 34: 450-456. , (1993).
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El SVE obtuvo un resultado del 13.9 %, este fue un suero que obtuvo el tercer
lugar tanto en

MIV y FIV. Volviendo a tomar como factor importante

la

variabilidad de este suero (el animal muestreado, el momento en el que fue
sangrado y duración del celo) como se había discutido en la maduración de los
oocitos.
Figura 10. Embrión en 3 clivaje madurado con SVE.

Fuente. Ferreira, Vásquez (2007)

En la figura anterior encontramos un embrión de pocas definiciones en sus
blastómeras, con zona pelucida regular y en estado de degeneración.
El suero mas deficiente para fertilización y siendo el segundo con mejor tasa
de maduración es el SNP ya que obtuvo un 7.4% de fertilización esto puede
ser debido a la variación que existe entre los sueros de diferentes neonatos y
también

puede estar relacionado a la reducida capacidad de los oocitos

madurados in Vitro de formar un pronucleo masculino 99 . Y si bien hacemos un
recuento de lo ocurrido durante la maduración con este suero algunos autores
reportan que en trabajos de MIV que utilizaron este suero pudieron observar
una progresión rápida de la maduración meiótica de los oocitos por lo tanto
dedujeron que este suplemento serico no debía proporcionar a los oocitos
suficiente oportunidad para la comunicación intercelular con las células del
cúmulus lo cual es necesario para que el oocito adquiera las condiciones
requeridas para la formación del pronucleo masculino produciendo así una tasa
99

FUNAHASHI H AND DAY BN Effects of the duration of exposure to supplemental hormones on
cytoplasmic maturation of pig oocytes in vitro. Jour of Repro and Fert 179–185(1993).
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menor de fecundación siendo este parámetro congruente con los resultados
obtenidos en este trabajo.
Figura 11. Oocitos sin fecundar
(1) oocito fertilizado empezando su primer clivaje de SNP

Tabla 13. Porcentaje de embriones en los diferentes estadios
SUERO

OOCITOS
PARA
MADURAR

OOCITOS
FERTILIZADOS

% TOTAL
FERTILIZADOS

% TOTAL
FERTILIZADOS

%
PRIMER
CLIVAJE

% SEGUNDO
CLIVAJE

% TERCER
CLIVAJE

%
CUARTO
CLIVAJE

%
QUINTO
CLIVAJE

SFB

108

23

21,3

100

9,3

4,6

3,7

2,8

0,9

SYE

108

18

16,7

100

7,4

4,6

2,8

1,9

0,0

SNP

108

8

7,4

100

3,7

3,7

0,0

0,0

0,0

SVE

108

15

13,9

100

7,4

2,8

1,9

0,9

0,9

TOTAL

432

49

11,3

100

6,9

3,9

2,1

1,4

0,5

.
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5.2.4 Comparación Porcentual del Total de Oocitos Vs. Fertilizados y
Clivajes.
Gráfica 7: Porcentaje de embriones en los diferentes estadios.
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A nivel de la primera división post-fertilización, obtuvimos diferentes resultados
en los sueros analizados, siendo el SFB el primero con un numero de 10
embriones de 2 blastómeras con un porcentaje del 9,3%, seguido muy de cerca
del SVE y SYE con 8 embriones de 2 blastómeras, ambos con un porcentaje
del 7.4%. En el último lugar tenemos al SNP con una producción de 4
embriones de 2 blastómeras y un porcentaje del 3.7%.
Posteriormente, en la segunda división post-fertilización encontramos que el
SFB y el SYE fueron los que obtuvieron mayor porcentaje de embriones de 4
blastómeras. Es decir, el 4.6% para cada suero. Siguiendo con el SNP el cual
obtuvo un 3.7% y en ultimo lugar se encuentra el SVE con el 2.8%.
En la tercera división post-fertilización encontramos embriones con 8
blastómeras, siendo el SFB con el mayor porcentaje en este estadio con un
3.7%, seguido de el SYE con el 2.8%, posteriormente del SVE con el 1.9% y en
el ultimo lugar el SNP el cual no obtuvo embriones en este estadio.
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En el cuarto clivaje se encontró que el SFB obtuvo el mayor porcentaje de
embriones en este estadio con el 2.8%. Seguido del 1.9% para el SYE.
Posteriormente el SVE con el 0.9% y en el ultimo lugar el SNP sin ningún
embrión en este estadio.
En el quinto clivaje el SFB y el SVE fueron los dos únicos sueros que llegaron
hasta esta instancia, obteniendo respectivamente el 0.9 % para cada uno. En
los últimos clivajes el SNP y el SYE no tuvieron resultados.
Una vez discutidos todos los valores obtenidos durante este trabajo es de
importancia recalcar algunos procedimientos que tuvieron que ser modificados
por diversas situaciones y que quizás pueden ser un factor decisivo en la tasa
de obtención de embriones. En el momento en que los embriones tenían que
ser fecundados se debían depositar

en un medio llamado medio de

fecundación el cual dentro de todos sus componentes tenia PHE (penicilamina,
hipotaurina y epinefrina), para este estudio fue imposible conseguir la
penicilamina y la hipotaurina haciendo que los medios de fecundación en el
momento de agregar el PHE solo se le pudiera adicionar epinefrina. La gran
mayoría de las investigaciones de FIV manejan este reactivo lo que indica que
si es necesario la utilización para mejorar la tasa de clivajes y desarrollo
embrionario ya que si hacemos referencia a la hipotaurina 100 se encuentra que
este reactivo ayuda a la hiperactivacion del espermatozoide ayudándolo a
penetrar con mas fuerza la zona pelucida y por consiguiente teniendo una tasa
mayor de fecundación. En cuanto a la penicilamina 101 , es

un producto de

degradación de la penicilina, es un fármaco sin actividad antimicrobiana, a la
cual se le ha encontrado acciones de tipo quelante de metales pesados y
radicales libres ayudando en la fertilización in vitro.
Bastantes autores reportan que para poder llegar a obtener blastocistos o
embriones con

un grado de desarrollo tal que puedan ser congelados o

transferidos deben estar bajo unas condiciones como lo son 5% CO2, 5% O2,
100
101

www.canal-h.net
es.wikipedia.org

76

90% de N2 y a una temperatura de 38.5 grados centígrados 102 . En el caso de
este trabajo no se pudo contar con una incubadora con un sistema de tres
vías, lo que hizo que los oocitos fecundados fueran incubados en la misma
incubadora de maduración de oocitos , siendo esta una limitación para poder
desarrollar embriones, por esta razón, una de las causas mas importantes del
pobre desarrollo embrionario que se obtuvo con los distintos sueros y de la nula
cantidad de blastocistos

ya que si comparamos este trabajo con otros

realizados los porcentajes de fertilización son mucho mayores a los obtenidos.
Por último es importante discutir la importancia que tienen los medios de
maduración de embriones en el desarrollo embrionario. En este estudio el
medio utilizado para maduración de embriones fue el PBS más SFB 10%, el
cual no arrojo los resultados que se querían, lo que hace reconocer que este no
es el medio ideal para el desarrollo embrionario.
El medio de cultivo cumple un rol fundamental para el desarrollo de
preimplantación de embriones para que sean viables y puedan ser transferidos.
Es importante recalcar que la gran mayoría de las muertes embrionarias son
ocasionadas en el paso de 8 a 16 células, paso en el cual el embrión empieza
a ser independiente en donde las reservas maternas ya se empiezan a agotar.
El desarrollo embrionario in vitro hasta la etapa de blastocisto ha sido posible
en diferentes formulaciones de medios de maduración y fertilización, así como
también, bajo diversos sistemas de cultivo embrionario. Sin embargo, cuando
los embriones mamíferos son cultivados en condiciones in Vitro manifiestan un
bloqueo en el desarrollo debido a que no se encuentran en el ambiente uterino
el cual esta siendo sustituido artificialmente. Este bloqueo ha sido atribuido a la
falta de algunos componentes en el medio de cultivo o por que el ambiente
suministrado en la incubadora no es el apropiado para el desarrollo
102

Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria, aplicación de la producción in Vitro de embriones en
producción animal INTA Expone 2004 en la Pampa Húmeda www.inta.gov.ar
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embrionario. Esto es consecuente con lo obtenido en este trabajo ya que si
observamos la tabla 10, se demuestra que los embriones al paso de los clivajes
van perdiendo esa facilidad de división y que en el paso de 8 a 16 es en donde
la gran mayoría de ellos se quedan en jóvenes mórulas que no pudieron llegar
a morula compacta o a blastocistos para ser congelados o transferidos. Ese
bloqueo, en parte ha sido superado cultivando embriones con una variedad de
células somáticas o con medios completamente nutritivos para la maduración
embrionaria. Sin embargo, los requerimientos nutricionales del embrión
temprano y el papel de las células en el cultivo no están totalmente
definidos 103 .
Se ha determinado que el cultivo embrionario bovino con células somáticas,
tales como células de la granulosa, vesículas trofoblásticas y, principalmente,
células del epitelio oviductal bovino (BOEC), mejorarían la tasa de desarrollo
hasta la etapa de blastocistos. El mecanismo por el cual contribuyen al
desarrollo embrionario temprano es aún desconocido. Las células oviductuales
secretaran factores de crecimiento que estimulan el desarrollo. Sin embargo,
existen algunas limitaciones como lo son las
sustancias

embriotóxicas,

modificaciones

en

posibles liberaciones de
la

concentración

de

los

constituyentes del medio y la incapacidad de definir los factores que pueden
ser

beneficiosos

para

el

desarrollo

embrionario,

imposibilitando

estandarización de la FIV. Se ha comprobado que la adición de

la

insulina,

transferrina y selenio (ITS) es esencial para la mayoría de las líneas celulares.
La insulina es un potente agente diferenciador y mitogénico en embriones
bovinos, se ha comprobado que los embriones internalizan insulina materna a
través de endocitosis mediada por receptores, y que por medio de esta
estimulan la síntesis de ADN, ARN, proteínas y lípidos, regulando de esta
forma las funciones celulares. La transferrina actúa estimulando la proliferación
celular y la morfogénesis y probablemente tiene una proteína detoxificante la

103

SALGADO O ROGER, BARRERA V JOSÉ, CORREA Q SAMUEL, ESTRADA L LUZARDO
ESTRADA L efecto de tres diferentes fracciones de peso molecular alto del medio condicionado por
células BRL en el desarrollo embrionario in Vitro MVZ-CÓRDOBA 2001; 6:(2), 111-118.
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cual ayuda a

la remoción de metales tóxicos del medio. El selenio es un

constituyente del sitio activo de la enzima glutation peroxidasa, regulando de
esta forma su actividad biológica y previniendo el daño oxidativo en cultivos
celulares 104 .
Considerando las dificultades que involucran los sistemas de cultivo
embrionario por la diferencia que existen entre los medios utilizados la gran
mayoría de los trabajos utilizan el fluido oviductual sintético (SOF) con la
adición de factor de crecimiento epidermal (EGF) haciendo de esta manera que
haya una estandarización mas adecuada de los medios de maduración de
embriones y menos riesgos en la transmisión de enfermedades y patologías
asociadas a la muerte embrionaria temprana 105 .

104

REYES S MÓNICA, STUARDO R JOSÉ ANTONIO, RODRÍGUEZ B CLAUDIO “Efecto del medio
de cultivo sobre el desarrollo embrionario bovino in Vitro”, nostas de investigación UNAM oct-dic 2003
vol 34 num 4.
105
PALOMARES ROBERTO, HERNÁNDEZ HUGO, SOTO ELEAZAR Y COLABORADORES
Efecto del factor de crecimiento epidermal (EGF) durante la maduración de oocitos sobre la producción
in vitro de embriones bovinos RC v.14 n.2 Maracibo abr. 2004.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

•

Fue importante para este estudio haber estandarizado la técnica ya que
existen muchas variables las cuales pueden afectar los resultados.

•

La técnica de MIV y FIV se encuentra hoy en día como una de las
biotecnologías más sobresalientes en el ámbito de la obtención de
genética de animales elites.

•

A partir de la técnica de aspiración logramos obtener el numero de
oocitos requeridos para así desarrollar el trabajo investigativo, la cual es
una técnica fácil de ejecutar y de dominar.

•

De acuerdo con esta investigación se puede afirmar que el mejor suero
para maduración de oocitos es el suero de yegua en estro con el 88% de
maduración, lo sigue el suero de neonato precalostral con el 82%; suero
de vaca en estro con el 75%, y finalmente el suero fetal bovino con el
74%.

•

De acuerdo con este estudio el suero fetal bovino fue el mejor para
fertilización al obtener el 21.3% de oocitos fertilizados, seguido del suero
de yegua en estro con el 16.7%; el suero de vaca en estro con el 13.9%
y finalmente el suero de neonato precalostral con el 7.4%.

•

En el presente trabajo se observó que el suero fetal bovino no es el
mejor suero para maduración oocitaria, pero es el mejor en la obtención
de embriones.

•

El suero de yegua en estro (SYE) presentó excelente maduración,
regular fertilización, pero una muy buena definición en la arquitectura del
embrión.
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•

El suero de neonato precalostral es un suero que poco se ha probado y
en este trabajo demostró ser bueno para maduración pero muy
deficiente en la fertilización.

•

El suero de vaca en estro (SVE) no arrojó los resultados esperados que
se han obtenido en diferentes investigaciones.

•

Para la maduración de embriones y la obtención de blastocistos es
necesario la presencia de una incubadora con un sistema de tres vías
(N2; O2 y CO2) y la presencia de un medio como lo es el SOF (fluido
oviductal sintético) y factores de crecimiento.

•

Para futuros estudios es de vital importancia evaluar los sueros y así
obtener información precisa de los diferentes componentes como lo son
las proteínas, y los factores de crecimiento presentes en cada uno de
ellos.

•

Todo material utilizado en MIV y FIV fue esterilizado previamente para
garantizar de esta forma un ambiente óptimo y libre de patógenos que
puedan contaminar los medios y los cultivos.

•

La realización de un programa de fertilización in Vitro necesita de
experiencia, conocimiento y trabajo en grupo.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. COMPOSICION DEL MEDIO MEM 106 .

SALES
INORGÁNICAS
CaCl2.H2O

mg/L
264,87

L-metionina

15

L-fenilalanina

32

KCl

400

L-prolina

11,5

MgSO4.7H2O

200

L-serina

10,5

NaCL

6.800,00

L-treonina

48

NaHCO3

2.200,00

L-triptófano

10

NaH2PO4.H2O

140

AMINOÁCIDOS

mg/L

L-alanina

8,9

L-tirosina
L-valina
VITAMINAS

52,1
46
mg/L

Pantotenato de
L-arginina.HCL
L-asparigina
L-ácido aspártico
L-cistina

126
15
13,3
31,29

calico

1

Cloruro de colina

1

Ácido fólico

1

Inositol

2

L-ácido glutámico

14,7

Nicotinamida

1

L-glutamina

292

Piridoxal.HCL

1

Glicina

7,5

Riboflavina

L-histidina.HCl.H2O

42

Tiamina.HCL

0,1
1

OTROS

106

L-isoleucina

52

COMPONENTES

L-leucina

52

Glucosa

L-lisina.HCl

72

Rojo de fenol

mg/L
1.000,00
10

www.cultilab.com. Medio MEM
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ANEXO 2. MODELO ESTADÍSTICO X2 PARA MADURACIÓN OOCITARIA.

MADUR AC ION
S UE R O
madurados

TOTAL OOC ITOS

SFB
80
86,75
‐6,75
28
21,25
6,75
108

S YE
96
86,75
9,25
12
21,25
‐9,25
108

S NP
89
86,75
2,25
19
21,25
‐2,25
108

S VE
82
86,75
‐4,75
26
21,25
4,75
108

X1
X2
X3

0,525216138
2,144117647
2,669333785

0,986311239
4,026470588
5,012781827

0,058357349
0,238235294
0,296592643

0,26008646
1,06176471
1,32185116

TOTAL X2

9,300559417

E S TADIS TIC A C HI TOTAL
E S TADIS TIC A C HI S F B ‐S Y E
E S TADIS TIC A C HI S NP ‐S VE
E S TADIS TIC A C HI S F B ‐S VE
E S TADIS TIC A C HI S F B ‐S NP
E S TADIS TIC A C HI S Y E ‐S NP
E S TADIS TIC A C HI S Y E ‐S VE

0,025550521
0,005577075
0,203309014
0,045738894
0,085035761
0,021210973
0,011840263

no madurados

TOTAL
347

85

432

E S TA S F B ‐S Y E
E S TA S VE ‐S NP
E S TA S F B ‐S VE
E S TA S F B ‐S NP
E S TA S Y E ‐S NP
E S TA S Y E ‐S VE

7,682115613
1,618443804
3,991184947
2,965926428
5,30937447
6,334632989
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ANEXO 3. MODELO ESTADÍSTICO X2 PARA FERTILIZACION OOCITARIA.

F E R T IL IZ A C ION
S UE R O
F E R TIL IZ ADOS

TO TAL

SFB
23
14,75504323
8,244956772
57
65,24495677
‐8,244956772
80

S YE
18
17,70605187
0,293948127
78
78,29394813
‐0,293948127
96

S NP
8
16,41498559
‐8,414985591
81
72,58501441
8,414985591
89

S VE
15
15,1239193
‐0,12391931
67
66,8760807
0,12391931
82

X1
X2
X3

4,607191665
1,041909069
5,649100734

0,004879998
0,001103604
0,005983602

4,313861995
0,975573031
5,289435026

0,00101534
0,00022962
0,00124496

TOTAL X 2

10,94576433

E S TADIS TIC A C HI TO TAL
E S TADIS TIC A C HI S F B ‐S Y E
E S TADIS TIC A C HI S NP ‐S VE
E S TADIS TIC A C HI S F B ‐S VE
E S TADIS TIC A C HI S F B ‐S NP
E S TADIS TIC A C HI S Y E ‐S NP
E S TADIS TIC A C HI S Y E ‐S VE

0,012022792
0,017404839
0,021439849
0,017451933
0,000941846
0,021381593
0,932244718

NO F E R TIL IZ ADO S

TOTAL
64

283

347

E S TA
E S TA
E S TA
E S TA
E S TA
E S TA

S F B ‐S Y E
S VE ‐S NP
S F B ‐S VE
S F B ‐S NP
S Y E ‐S NP
S Y E ‐S VE

5,655084336
5,29067999
5,650345698
10,93853576
5,295418628
0,007228566
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ANEXO 4. HOJA DE CONTEO DE OOCITOS Y DE FERTILIZACIÓN
MADURACIÓN Y FERTILIZACIÓN DE OOCITOS
BOVINOS IN VITRO

FECHA: _________________
HORA DE INICIO________________
HORA DE FINALIZACIÓN____________________
MADURACIÓN: _______

FERTILIZACIÓN: ________

SFB_____ SYE_____SVE_____SNP____

I

II
1

1

3

2

2

3

3

2

2

3

1

1

III

CUADRANTE

IV

1

MICROGOTAS
2

3

TOTAL

I
II
III
IV
TOTAL DE OOCITOS
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